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Uber Glycerinsiure-mono-phosphorsiure. 


Von 
Marthe Vogt. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 


In einer Serie von Untersuchungen, die Newberg und seine Mit- 
arbeiter ausgefiihrt haben, ist!—® gezeigt worden, daB Phosphorsdure- 
ester allerverschiedensten Baues von tierischer und pflanzlicher Phos- 
phatase angegriffen werden. Die Reichweite des Enzyms hat sich 
als bedeutend herausgestellt; sie erstreckt sich beispielsweise vom 
niedrigsten Gliede der Ortho-phosphorsdure-reithe, vom Mono-methy]- 
orthophosphat, bis zu dem hochmolekularen Vertreter dieser Gruppe, 
der Cetyl-phospborsaure*. Die Esterséuren kénnen dabei auber der 
aliphatischen der alicyclischen**5 Reihe (Borneol-, Cholesterin- 
phosphorsaure) oder der aromatischen! ? Reihe (Phenol-phosphorsiaure 
und Homologe) angehéren. 

Die Phosphatase wirkt auf primdre wie sekunddre Ester, wihrend 
tertiare!4 Ester sich als resistent erwiesen haben. 

Von der Pyro-phosphorsdure, die sich hier zum ersten Male als 
ein Substrat von physiologischer Dignitat zu erkennen gab, wurden 
die sauren Ester ebenfalls fermentativ zerlegt; z. B. wird aus Di-phenol- 
pyrophosphat und Di-a-naphthol-pyrophosphat durch enzymatische 
Hydrolyse Orthophosphorsiure gebildet'4. Die Ester der Meta- 
phosphorsaure sind wegen ihrer Unbestandigkeit in wasseriger Lisung 
nicht priifbar, aber die meta-phosphorsauren Salze kénnen enzymatisch 
in Orthophosphate iibergefiihrt werden®. 


1 C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926. 

2 R. Iwatsuru, ebendaselbst 1738, 348, 1926. 

3 C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 188, 227, 

1927. 

4 C. Neuberg und K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 199, 498, 1928. 

5 4. Gualdi, ebendaselbst 205, 320, 1929. 

6 7’. Kitasato, ebendaselbst 197, 257, 1928; 201, 206, 1928. 
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Die Bildungs- wie Spaltungs-geschwindigkeit des intermediiren 
Substrat-ferment-komplexes kann fiir die Phosphorsdure-ester optischer 
Antipoden so verschieden sein, daB sich mittels der Phosphatase-wirkung 
die Derivate der racemischen Alkohole (d,]-Borneol, d, l-Methyl- 
propyl-earbinol) asymmetrisch zerlegen lassen!. Damit war eine 
Methode gegeben, in einem Operationsgang auf biochemischem Wege 
beide stereo-isomere Formen eines racemischen Alkohols zu gewinnen. 

Alle die erwihnten Substrate sind — bis auf die rein anorganischen 
Metaphosphate —Phosphorsiiure-ester neutraler Verbindungen (Alkohole, 
Phenole). In der Natur treten aber auch Phosphorsdure-ester mit saurem 
Paarling, Abkémmlinge von Oxysiuren, auf, die in den Kreis der 
Untersuchungen gezogen werden miissen. 

Im folgenden wird ein Phosphorsdure-ester der Glycerinsdure und 
sein Verhalten beschrieben; dieser Stoff steht in Beziehung zu den 
im Blute vorkommenden Phosphorsiaure-derivaten. 

Die verschiedenen phosphorhaltigen Verbindungen des Blutes kénnen 
durch Ausfallung des EiweiBes bei saurer Reaktion in zwei Hauptgruppen 
getrennt werden (Greenwald )*: einen in den Niederschlag eingehenden An- 
teil, der im wesentlichen aus Phosphatiden besteht, und eine ,,séurelésliche“* 
Fraktion, die auBer anorganischem Phosphat mehrere Phosphorsiure-ester 
enthalt. Seitdem Greenwald* im Jahre 1925 eine dieser Substanzen als 
den Di-phosphorséure-ester der lavogyren Glycerinsiéure* erkannt und 
damit den ersten Vertreter der Phosphorséure-ester mit saurem Paarling 
in Naturstoffen entdeckt hat, haben sich einige andere Autoren mit diesem 
Korper beschaftigt. So beschrieb Jost’, daB sich die Hauptmenge desselben 
in den Erythrocyten vorfindet; er stellte ein kristallisiertes Brucinsalz dar 
und fiihrte Untersuchungen tiber vlas Verhalten dieser Substanz im Stoff- 
wechsel aus. Kurz nach der Greenwaldschen Veréffentlichung war bereits 
eine Arbeit von Posternak® erschienen, der mit einer etwas anderen Methodik 
ebenfalls glycerinséure-di-phosphorsaure Salze aus den roten Blutkérper- 
chen gewonnen hatte; der Autor gibt an, daB es ihm gelungen sei, 
daneben das Bariumsalz eines Mono-phosphats derselben Saéure aus dem 
Blute darzustellen. Daten iiber das Drehungsvermégen dieser gepaarten 
Phosphorséure und analytische Belege tiber ihre Zusammensetzung fehlen. 
Ferner hat Macheboeuf? den Glycerinséure-di-phosphorsaure-ester auch 


1 C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacobsohn, |. c.; C. Neuberg und 
K. P. Jacobsohn, |. c.; A. Gualdi, 1. e. 

2 J. Greenwald, Journ. of Biol. Chem. 25, 431, 1916. 

3 Derselbe, ebendaselbst 63, 339, 1925. 

4 H. Lawaczeck (diese Zeitschr. 145, 371, 1924, FuBnote), der wohl 
zuerst das Verschwinden anorganischen Phosphats unter den Bedingungen 
der Glykolyse im Blut festgestellt hat, scheint bereits das Brucinsalz des 
Glycerinsaéure-di-phosphats in Handen gehabt zu haben, identifizierte es 
aber nicht. 

5 H. Jost, H. 165, 171, 1927. 

§ S. Posternak, Compt. rend. des séances de la Soc. de phys. et d’hist. 
nat. de Genéve 48, 13, 1926. 

7 M. Macheboeuf, Ann. de |’Inst. Pasteur 41, 1036, 1927. 
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aus dem Blutserwm isoliert, das allerdings nach Jost 4uBerst arm an organisch 
gebundener H,PO, ist. 

Es zeigte sich, daB eine kiinstliche Phosphorylierung der Glycerin- 
sdure an sich mit den verschiedenen gebrauchlichen Methoden (von 
Willstdtter und Liidecke!, Neuberg und Pollak?, E. Fischer*) méglich 
ist; doch lieB sich ein einheitlicher Stoff nur unter Anwendung des 
Verfahrens von Langheld* isolieren, und zwar erwies sich dieser Kérper 
als ein Glycerinstiure-mono- phos phorsdure-ester. Die Beschreibung seiner 
rewinnung und Eigenschaften, vor allem im Vergleich zu dem schon 
bekannten Glycerinsiure-di-phosphat, iiber seine Zerlegung in die 
aktiven Komponenten und iiber seine fermentative Spaltung bilden 
den Inhalt der folgenden Darlegungen. 


Glycerinsaure-mono-phosphorsdure. : 
I. Das saure Bariumsalz. 
Darstellung. 

Das durch Einwirkung von Meta-phosphorsaure-athyl-ester auf 
wasserfreie Glycerinsiure erhaltene Reaktionsgemisch lieB sich — nach 
Verseifung der primar gebildeten Athylverbindung und Abtrennung 
des anorganischen Phosphats durch Magnesia-mischung — in ein Barium- 
salz iiberfiihren, das sich nach mehrfacher Reinigung als die gesuchte 
Verbindung erwies. 


Ausfiihrung der Synthese. 


Die Synthese der d, l-Glycerinsdiure-mono-phosphorsdure ist schon 
von Newberg, Weinmann und Vogt® geschildert; ich lasse hier einige 
vervolistandigende Daten folgen. 

Mengen von einem halben Mol Glycerinséure (53 g) und einem 
Mol Ester (108 g) wurden durch sorgfaltiges Mischen zur Reaktion 
gebracht. Durch Kiihlung wurde ein Erwairmen iiber 70° vermieden. 
Nach Beendigung der Hauptreaktion, die sich in einer weiblichen 
Triibung der ganzen Masse auBerte, wurde des Reaktionsgemisch 
noch langere Zeit auf dem Wasserbade erwirmt. Es bildeten sich 
dann zwei Schichten aus, von denen die untere, glasig feste, die beste 
Ausbeute an der gesuchten Verbindung lieferte. Bei der Aufarbeitung 
wurde ein Teil des iiberschiissigen Metaphosphorsiure-iithyl-esters mit 


1 R. Willstdtter und K. Liidecke, B. 87, 3757, 1904. 

2 ©. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515, 1910; 26, 514, 
1910; B. 48, 2060, 1910. 

8 BE. Fischer, B. 47, 3193, 1914. 

4 K. Langheld, ebendaselbst 44, 2076, 1911. 

5 C. Neuberg, F. Weinmann und M. Vogt, diese Zeitschr. 199, 248, 1928. 
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Chloroform extrahiert und der Riickstand unter gleichzeitiger teilweiser 
Abstumpfung der Saure mit Ammoniak in Wasser gelést. Darauf wurde 
die noch auf Kongo sauer reagierende Lisung etwa eine halbe Stunde 
lang gekocht, wobei das Entweichen von Alkoholdimpfen die Spaltung 
von Athylverbindungen anzeigte. Nach Alkalisierung mit Ammoniak 
wurde nochmals kurz aufgekocht und die mit Wasser verdiinnte Fliissig- 
keit nach Abkiihlung durch Zugabe von MgCl, von dem anorganischen 
Phosphat befreit. Der Niederschlag von Ammonium-magnesium- 
phosphat wurde nach langerem Stehen im Eisschrank abfiltriert und 
das Filtrat im Vakuum eingeengt. Zur Entfernung der Hauptmenge 
des Ammonium- und Magnesiumchlorids wurde das Filtrat mit Alkohol 
gefallt; der entstandene sirupése Niederschlag wurde wieder in Wasser 
gelést, auf etwa 1,5 Liter verdiinnt und siedend heif mit kochender 
Bariumchlorid-lésung sowie Barytwasser bis zur phenolphthalein- 
alkalischen Reaktion versetzt. Das Absaugen des ausgefallenen Nieder- 
schlags muB in der Warme und méglichst schnell geschehen, da einerseits 
das heiBe Alkali den Ester spaltet und andererseits die Fallung in der 
Kalte unvollstandig bleibt. Die Substanz wurde mit kochendem 
Wasser gut ausgewaschen. Der Niederschlag bestand in der Hauptsache 
aus dem neutralen Bariumsalz des gesuchten Esters und wurde in 
einer Ausbeute von 16 bis 18,5°%, der Theorie gewonnen. 


Durch Lésen des Niederschlages in 2-n-Bromwasserstoffsiure 
bis zur schwach kongosauren Reaktion und sofortiges Fallen mit Wein- 
geist wurde das (saure) Mono-bariumsalz der Glycerinséiure-mono- 
phosphorsaure in amorpher Form erhalten. Es schlo®B kein anorganisches 
Phosphat mehr ein und wurde durch ausgiebiges Waschen mit Alkohol 
vollig von anhaftendem Bromid befreit. Nach Trocknung im Hoch- 
vakuum bei 110° bis zur Gewichtskonstanz hatte es die Zusammen- 
setzung C,;H,O0,BaP. Die Beleganalysen sind friiher mitgeteilt. 


Aus dem neutralen Brucinsalz der Formel 
C,H, 0, P (C3 Ho, O,No)g, 


dessen Bereitung schon bei Neuberg, Weinmann und Vogt (l.c.) be- 
schrieben ist, 14Bt sich das Mono-bariumsalz, wie dort ebenfalls an- 
gegeben ist, ohne Veranderung der Zusammensetzung regenerieren. 


II. Die freie Estersiure. 
Aus dem Bariumsalz erhalt man durch Zusatz der aquivalenten 
Menge Schwefelsiure und Eindampfen im Vakuum den freien Ester 
als dickfliissigen Sirup. 


Alle Versuche, durch Anwendung eines noch gréBeren Uberschusses 
an Metaphosphorsaure-athyl-ester bei der Reaktion mit Glycerinsaure 
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Glycerinséure-mono-phosphorsaure. 5 
oder durch Umsetzung von fertiger Glycerinsiure-mono-phosphorsaure 
mit metaphosphorsaurem Athyl zu einer Glycerinsaéure-di-phosphor- 
siure zu gelangen, sind bisher erfolglos verlaufen. 


Ill. Verhalten der Salze. 
1. Amorphes Bariumsalz; Anhydridbildung. 

Das aus saurer Lésung gefallte amorphe Mono-bariumsalz ist 
im Gegensatz zum neutralen Salz in viel Wasser léslich. Letzteres 
gewinnt man durch Fallung mit Barythydrat bei alkalischer Reaktion; 
dabei bleibt jedoch leicht etwas saures Salz beigemischt. Die Auflosung 
des sauren Salzes in Wasser, die gegen Lackmus sauer reagiert, triibt 
sich beim Kochen, zeigt also ein Verhalten, das auch sonst bei ester- 
phosphorsauren Erdalkalisalzen beobachtet worden ist. In Gegenwart 
geringer Mengen Halogenwasserstoffsaure (schwach kongosaure Reaktion) 
lassen sich konzentrierte Lésungen des Salzes herstellen. Sclche sauren 
Lésungen (zur Ansduerung wurde wegen der Léslichkeit des Barium- 
bromids in Alkohol meist Bromwasserstoffsiure verwendet) zeigen ein 
recht auffalliges Verhalten. Bleiben sie mehrere Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, so bemerkt man, falls man dafiir gesorgt hat, daB 
zu Beginn die Reaktion deutlich kongosauer war, ein Nachlassen 
der Aciditat, ohne daB eine Zersetzung erfolgt. Fallt man das 
Salz jetzt mit Athylalkohol, so besitzt es, getrocknet und im Hoch- 
yakuum bei 111° gewichtskonstant gemacht, nicht mehr die theoretische 
Zusammensetzung: der Bariumgehalt hat abgenommen, der Phosphor- 
gehalt ist gestiegen. Der Grad der Verschiebung in den Prozentzahlen 
ist abhangig von der Lange der Zeit, wihrend der man die saure Lésung 
sich selbst iiberlassen hat, und von der GréBe des benutzten Siure- 
iiberschusses. Zur Erklairung dieser Tatsachen kann man folgendes 
anfiihren: nimmt man an, dafs unter dem Einflu8 der Séure eine 
Anhydrisierung, wahrscheinlich eine Laktidbildung (bis zur Einstellung 
eines Gleichgewichtszustandes) stattfindet, so werden sowohl die 
Reaktionsverschiebung der Lésung nach der alkalischen Seite wie das 
Anwachsen des Phosphorwertes bei gleichzeitigem Fallen des Barium- 
gehalts verstindlich. Eine genaue Durchrechnung der Analysen- 
ergebnisse bestitigt diese Annahme, wie folgende Beispiele zeigen: 

0,0137 g Subst. lieferten 0,1232 g Strychnin-phosphor - molybdansaure, 
0,2679,, »  0,1834g¢ BaSO,. 

Die Substanz enthielt also 10,08°, P und 40,28°, Ba. 

Die theoretischen Werte betragen fiir das gewOhnliche Salz: 
9,66°, P und 42,75% Ba, fiir das Anhydrid hingegen 
12:638% FP .,. 29,96% Ba. 


Aus dem gefundenen Bariumgehalt errechnen sich demnach 
83,30°,, Monobariumsalz und 16,70°,, Anhydrid. Daraus wiirde sich 
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ein Phosphorgehalt der Substanz von 10,16°, ergeben. Die gefundene 
Zahl von 10,08°,, stimmt gut mit dieser Forderung iiberein. 


Der Effekt ist deutlicher in einem anderen Versuch, in dem die 
mit einem gréferen SaureiiberschuB hergestellte Lésung nach 24 Stunden 
mit Weingeist gefallt wurde. 

0,2997 g Substanz ergaben 0,1999g BaS0O,; 
0.1691 g = ‘6 0,1130g ,, 
0,0135 g ~ io 0,1335 g Strychnin-phosphor-molybdansaure. 
Gef.: 39,29°% Ba (Mittelwert); 10,19°% P. 
Aus dem Bariumwert berechnet sich als Gehalt an beiden Komponenten 
76,60°%, normale und 
23,40% anhydrische Form. 

Daraus wiirde ein Phosphorgehalt von 10,35°%, folgen, der mit der 

gefundenen Zahl von 10,19°% innerhalb der Fehlergrenzen itibereinstimmt. 


Dieses Verhalten der bromwasserstoffsauren Lésungen legt den 
Gedanken nahe, da®B die in mineral-sauren Lésungen vor sich 
gehende Anderung der Drehwerte (s. 8.9), die nicht von einer Phosphor- 
siure-abspaltung begleitet ist, ebenfalls in Anhydridbildung ihre 
Ursache hat. Ob dabei auch eine Acylwanderung stattfindet, muB 
dahingestellt bleiben. 


2. Kristallisiertes Bariumsalz. 


Aus konzentrierten Lésungen des Monobariumsalzes in Brom- 
wasserstoffsiure (z. B. Lésung des sauren Salzes in der gerade dazu 
notwendigen Menge 1,5-normaler HBr) fallt im Laufe von Tagen 
ein kristallisiertes saures Bariumsalz aus. Das durch Waschen mit 
Alkohol vom Bromid befreite und bei 56° im Hochvakuum getrocknete 
Salz! enthalt noch ein Molekiil Kristallwasser, wie die Analysen 
offenbaren : 

Von 0,1814g Substanz wurden 0,1232 g BaSO, und 
» 90,0157 ¢ és - 0,1284 g Strychnin-phosphor-molybdan- 
saure gebildet. 

Daraus folgt: 

C,H,0,PBa.H,O. Ber.: 40,48% Ba, 9,15% P; 
gef.: 39,96% Ba, 9,16% P. 
(Die Abwesenheit von anorganischem Phosphat wurde selbstverstandlich 
konstatiert.) 


Die kristallisierte Verbindung wird im Gegensatz zur amorphen 
Substanz bei 111° im Hochvakuum nicht gewichtskonstant ; bei héherer 
Temperatur zersetzt sie sich langsam unter Abspaltung anorganischen 
Phosphats. Unter dem Mikroskop sieht man feine Stabchen. In viel 


1 Die Trocknung nimmt etwa 10 Tage in Anspruch. 
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Glycerinséure-mono-phosphorsaure. 7 
Wasser ist das Salz léslich, und zwar im Gegensatz zum neutralen 
Bariumsalz in der Warme besser als in der Kalte. Die beim Kochen 
der Lésung des amorphen sauren Salzes auftretende und in der Kalte 
wieder verschwindende Triibung ist eine Erscheinung, die bei der 
kristallisierten Verbindung nicht beobachtet wurde. 


3. Unterschiede zwischen Glycerinsdure-mono- und -di-phosphat. 

Bei der Untersuchung weiterer Salze des Mono-esters wurde vor 
allem nach Differenzen im Verhalten gegeniiber den Salzen des 
Glycerinsaure-di-phosphats gefahndet. Zu diesem Zwecke wurde 
das Tri-bariumsalz des Di-phosphorsiure-esters der Glycerinsiiure 
nach den Angaben von Jost (1. c.) aus Pferde-erythrocyten isoliert und 
die Zusammensetzung der erhaltenen Verbindung durch Analysen kon- 
trolliert. Zur Anstellung der einzelnen Fallungsreaktionen wurden eine 
verdiinnte neutrale Natriumsalzlésung der Di-estersiure und eine 
ebensolche Natriumsalz-lésung der Mono-estersiiure verwendet. 

Die Ahnlichkeit in dem Verhalten der beiden Ester ist recht groB. 
Waren tiberhaupt Unterschiede feststellbar, so erwiesen sich immer die 
Salze des Mono-phosphats als die leichter léslichen. Wahrend zugesetzte 
Blei-, Silber- und Mercurosalz-lésungen beide Ester vollstindig nieder- 
schlugen, bewirkten Erdalkalisalze nur in der Hitze  vollstiandige 
Fallungen des Mono-esters. Der Unterschied zwischen Fallung in der 
Warme und in der Kalte war am deutlichsten beim Calciumsalz. 

Wieder anders war das Verhalten der Zinksaize. Wahrend in der 
Kilte der Niederschlag der Mono-estersiure sich im Uberschu8 des 
Fallungsmittels (Zinkacetat oder -sulfat) wieder liste, blieb die Fallung 
der Di-estersiure bestehen; diese war jedoch nicht vollstandig: das 
Filtrat schied beim Erhitzen wiederum Zinksalz aus und gab noch 
eine Fallung mit Mercurosalzen. Erst das nach Kochen der Zinksalz- 
lésung gewonnene Filtrat war fast frei von Di-ester. Eine ebensolche 
Flockung beim Erhitzen zeigte nun aber auch die durch einen Uberschu8 
des Fallungsmittels klar gewordene Lésung des Mono-estersalzes. 
Damit entfiel die Méglichkeit, Zinksalze zu einer quantitativen 
Trennung der beiden Ester zu benutzen!. Cadmiumsalze verhielten 
sich ahnlich wie Zinksalze. —- Auch der Niederschlag, den dreiwertiges 
Eisen hervorbringt, war im Falle des Mono-esters leichter léslich als 
im Falle des Di-esters. Die tibrigen gepriiften Metallsalze zeigten 
abgesehen von der generellen leichteren Léslichkeit der Salze des Mono- 


1 Mit einer guten Trennungsmethode hatte man die Frage lésen kénnen, 
ob bei der enzymatischen Hydrolyse des Di-phosphorsdure-esters der Glycerin- 
sdure ein Mono-ester als Zwischenprodukt auftritt. Fiir ein solches Verhalten 
sprach die Tatsache, dal die Geschwindigkeit der Phosphat-abspaltung 
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esters —- keine Besonderheiten. In der gréBeren Wasserléslichkeit 
schlieBt sich tibrigens auch das Brucinsalz den Metallsalzen des Mono- 
phosphats an. 


IV. Eisenchlorid-reaktion. 

Obgleich der Mono-ester noch eine freie aliphatische Hydroxyl- 
gruppe enthalt und in dieser Beziehung den Charakter einer Oxysiure 
besitzt, tritt eine Gelbfarbung mit verdiinnter Eisenchloridlésung nicht 
ein: im Gegenteil, er bringt sogar eine durch Mischen einer Lésung 
von glycerinsaurem Salz mit wenig FeCl, erzeugte Gelbfarbung (auch 
bei neutraler Reaktion) zum Verschwinden. Er zeigt darin iibrigens 
das gleiche Verhalten wie neutrale anorganische Phosphatlésungen 
und Lésungen von Salzen der Glycerinsiure-di-phosphorsaure, die 
auch die Ausbildung der Eisenchloridreaktion der nicht phosphorylierten 
Glycerinsiure verhindern. Es handelt sich wohl um die Entstehung 
von Eisenkomplexverbindungen, ebenso wie bei der in der MaBanalyse 
verwendeten Entfirbung von Ferrichlorid durch Phosphorsaure. 


VY. Spaltung in die optisch-aktiven Komponenten. 

Zur Spaltung in die optisch-aktiven Komponenten wurde das 
Brucinsalz! zu wiederholten Malen aus Methanol umkristallisiert. 
Um das Brucinsalz in das Bariumsalz iiberzufiihren, ist es zunichst 
mit tiberschiissigem Ammoniak zu verreiben ; das ausgefallene Brucin wird 
dann abgesaugt und die wiissrige Lésung sehr haufig mit Chloroform aus- 
geschiittelt. Sie gab nach dieser Behandlung keine Brucinreaktionen 
mehr. Das iiberschiissige Ammoniak wurde durch Abdampfen im 
Vakuum entfernt und die Flissigkeit jetzt nicht (wie bei der prapara- 
tiven Darstellung des Salzes) in der Hitze mit Barytwasser gefallt, sondern 
zur Vermeidung einer schadlichen Beeinflussung durch heiBes Alkali 
mit kaltgesittigtem Barytwasser unter Zusatz von etwas Alkohol 
versetzt. Die Fallung wurde auch auf diese Weise vollstindig. Das 
so gewonnene neutrale Bariumsalz wurde wie tiblich durch Alkohol- 
fallung der bromwasserstoffsauren Lésung in das saure Salz verwandelt 
und im Hochvakuum bei 111° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


unter der Einwirkung von Taka-phosphatase nach Freiwerden von 50°, 
des Gesamtphosphors wesentlich abnimmt, um nach einiger Zeit wieder 
anzusteigen. Bei dem Versuch, eine in bezug auf den Gesamtphosphor 
zu 60°, enzymatisch abgebaute Lésung des Di-esters auf einen Gehalt 
an Mono-phosphorséure-ester zu priifen, wurde aber nur eine geringe 
Menge einer organischen Phosphorséiure-verbindung isoliert, die infolge 
starker Verunreinigung nur mit Wahrscheinlichkeit als Glycerinséure- 
mono-phosphat angesprochen werden kann. 

1 Uber seine Darstellung siehe bei Neuberg, Weinmann und Vogt, 
diese Zeitschr. 199, 251, 1928. 
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Glycerinséure-mono-phosphorsaure. 9 


Das Monobariumsalz wurde zuerst in stark saurer Losung polarisiert. 
Dabei zeigte sich die vorhin (s. 8.6) erwahnte, ohne Phosphat- 
spaltung vor sich gehende Drehungsinderung. 

Ein Beispiel fiir diese Erscheinung sei angefiihrt: 

Die Anfangsdrehung einer 25°, igen Monobariumsalzlésung in 2,5-n- 
HBr betrug + 0,31°; nach zwei Tagen hatte die Drehung bereits einen 
Wert von — 1,10° angenommen. 

Da der Endwert der Drehung erst nach langerer Zeit, in einem 
Beispiel in 6 Tagen, erreicht wurde, sind im folgenden trotz ihrer ge- 
ringeren Ausschlige nur Lésungen mit fast neutraler Reaktion zur 
Bestimmung der spezifischen Drehung benutzt. Ihre Herstellung geschah 
durch Umsetzung des Monobariumsalzes mit der dem Bariumgehalt 
aiquivalenten Menge n-H,S0O,, sofortiges Neutralisieren durch Zugabe 
des gleichen Volumens n-NaOQH und Abzentrifugieren des Barium- 
sulfats. So waren gleiche Konzentration und gleiche Reaktion der 
zu vergleichenden Lésungen sichergestellt. Diese Lésungen verinderten 
auch im Laufe von vielen Tagen ihre Drehung nicht. Dies be- 
kraftigt ebenfalls, daB die vorhin erwahnte Erscheinung sich nur in 
saurer Lésung offenbart. 

0,5g im Vakuum bei 111° getrockneten Monobariumsalzes, das aus 
7mal umkristallisiertem Brucinsalz gewonnen war, zeigte nach Zugabe 
von 3,12cem n-H,SO, sowie 3,12cem n-NaOH (nach Abzentrifugieren 
des Bariumsulfates) im 2-dm-Rohr bei 18°C eine Drehung von + 0,34°. 

Eine aus 8mal umkristallisiertem Brucinsalz in gleicher Weise her- 
gestellte Lésung besa unter den gleichen Bedingungen eine Drehung von 
+ 0,36°. i) 

Da die Unterschiede innerhalb der Ablesungsfehler liegen, ist 
hiermit wohl der Maximalwert der Drehung erreicht. Aus dem spezi- 
fischen Gewicht der Fliissigkeit von 1,042 und der Konzentration der 
Lésung von 7,18°%, ergibt sich 

[a]p = + 2,42°. 

BekanntermaBen ist auch die spezifische Drehung der optisch- 

aktiven Glycerin-a-phosphorsiure, die der hier untersuchten Substanz 


verwandt ist, nur gering; sie betragt [a]p 0,7° fiir den Natur- 
stoff. — Fiir die freie Glyccrinsiure-di-phosphorsaure gibt Jost (1 c.) 
den Wert [a]p = 2,29 an. 


VI. Hydrolyse. 


Die Bestandigkeit des Mono-esters gegen Hydrolyse durch Sauren 


geht aus folgendem Beispiel hervor: 

Die 1,5g Monobariumsalz entsprechende Menge freien Esters wurde 
mit 50cem n-H,8O, 103 Stunden lang im Paraffinbad, das auf 110 bis 115° 
geheizt war, am RiickfluBkiihler gekocht. Die Phosphorabspaltung hatte 
nach dieser Zeit erst 81,7 °,, erreicht. Einzelheiten zeigt die Tabelle I. 
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Tabelle I. 





Abgespaltener Phosphor nach 





$$ ———_______— —_—_— ——___— P.Gehalt 
0 Std. 76 Std 103 Std nach Veraschung 
mg ccm : 0 ras j ming ccm 7 es  mgiccem a ae mg ccm 
0 0 1,94 71,3 2,22 81,7 2,72 


VI. Fermentative Spaltung. 
Zur Untersuchung des enzymatischen Abbaues des Glycerinsaure- 
mono-phosphorsaure-esters wurden Phosphatase aus dem Pilze Asper- 
gillus oryzae sowie aus Schweineniere benutzt. 


1. Versuche mit Taka-phosphatase. 
a) Vorversuch. 
In einem Vorversuch wurde festgestellt, daB der Ester durch 
Taka-phosphatase (japanisches Produkt) angegriffen wird. 
Eine Lésung, die 1°, mit Natriumsulfat umgesetztes Bariumsalz 


des Mono-esters und 0,6°, Taka-phosphatase enthielt, wurde unter Zugabe 
von 1% Toluol 2 Tage im Brutschrank bei 37° belassen (Lésung 1). 

Zur Kontrolle wurden eine gleich konzentrierte Natriumsalz- (Lésung 2) 
und Taka-lésung (Lésung 3) ebenso behandelt. 

leem Lésung 1 hatte bei vollstandiger Spaltung 1,20 mg P/cem ent- 
halten, wobei 0,97 mg P/cem durch Fermenteinwirkung entstanden waren. 
Die beobachteten Zahlen zeigen eine Spaltung von 95°, an. Es lieferten 
niimlich an anorganischem P nach 48 Stunden: 


Tabelle II. 





ty ee Bee 1,15 0,03 0.20 0.92 


b) po-Optimum. 


Weitere Versuche dienten zur Ermittlung des pg-Optimums der 
Fermentwirkung. 

1,5 g Monobariumsalz wurden unter Zugabe einiger Tropfen Salzsiéure 
in Wasser gelést, mit der aquivalenten Menge Natriumsulfat umgesetzt 
und auf ein Volumen von 140 cem gebracht. Die Fliissigkeit wurde in Eis- 
wasser abgekithlt und 0,6g in 10cem Wasser geléste Taka-phosphatase 
hinzugefiigt. Je 10 cem der Mischung wurden dann in eine Anzahl! ebenfalls 
in Eis gestellter Reagenzglaser gegeben, mit Hilfe von Salzséure das jeweils 
gewiinschte py eingestellt und gleichzeitig das Gesamtvolumen in jedem 
Glas auf 11,0cem gebracht. Sobald die Mischungen hergerichtet waren, 
wurden sie alle gleichzeitig in einem Wasserbad von 40° erwirmt und dann 
24 Stunden im Brutschrank bei 37° digeriert. 
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Glycerinséure-mono-phosphorsaure. Il 


Die Resultate der nach dieser Zeit ausgefiihrten Bestimmungen des 
abgespaltenen anorganischen Phosphats sind aus beiliegender Kurve zu 
ersehen. 


mgPecn 
ig 





98 














Abb. 1. ° 
Abszisse: Py. Ordinate: Anorganischer Phosphor in mg/ccm. 


—-—-- Phosphor bei Versuchsbeginn. 
Phosphor nach 24 Stunden. 


Die Phosphorbestimmung geschah kolorimetrisch, ebenso die py-Be- 
stimmung. Man sieht aus der Kurve, da das py-Optimum bei etwa 5,5 
liegt. Unter diesen Bedingungen ist nach 24 Stunden eine Spaltung zu 


57,5°% eingetreten (Gesamtphosphor von 1,23 mg/cem — 0,36mg_ an- 
organischen Phosphors bei Beginn des Versuchs = 0,87 mg als Ester 
gebundenen Phosphors. Davon nach 24 Stunden 0,86 — 0,36 mg = 57,5°% 
abgespalten). 


Das Fehlen organisch gebundenen, bei der Digestion, mineralisierbaren 
Phosphors in dem verwendeten Quantum Taka-préparat wurde eigens 
festgestellt. ‘ 

Nach diesen Versuchen mit kleinen Mengen wurden Versuche 
im GroBen angestellt, um die Frage zu kliren, ob die Spaltung asym- 
metrisch verlauft. Zu diesem Zwecke muBten sowohl die abgespaltene 
Glycerinséure wie der unzersetzt gebliebene Riickstand in reinem 
Zustande isoliert, analysiert und auf optische Aktivitat gepriift 
werden. 

Zwei Vorversuche dienten dazu, die beste Methode der Aufarbeitung 
herauszufinden. Die beiden sich daran anschlieBenden Hauptversuche 
hatten das gleiche Resultat: die isolierten Glycerinate, die infolge 
der ziemlich groBen spezifischen Drehung der glycerinsauren Salze 
im Gegensatz zu den Salzen des ungespaltenen Esters fiir die Ent- 
scheidung der Frage maBgebend waren, erwiesen sich als optisch 
inaktiv. Es folgen die Daten des einen der beiden Versuche. 


ec) Isolierung von Glycerinséure und ungespaltenem Ester. 


39.3 g glycerinsiure-mono-phosphorsaures Barium wurden unter 
Zufiigung der gerade zur Lésung notwendigen Menge Bromwasserstoff- 
siure in destilliertem Wasser gelést. (Die Anwendung von Salzsaure 
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wurde wegen der spaterhin beabsichtigten Fillung mit Alkohol bei 
Gegenwart von Barium-ionen vermieden.) Nach Zugabe einer wiisserigen 
Lésung von 2 g Taka-phosphatase wurde auf ein Volumen von 500 ccm 
aufgefiillt und mit 10 cem Toluol iiberschichtet. Es wurde sofort eine 
Probe zur Bestimmung des anorganischen und des Gesamt-phosphats 
sowie der Wasserstoffionenkonzentration entnommen und der Rest 
in einen Brutschrank von 37° gestellt. Das py betrug 3,2. Die Phosphat- 
abspaltung wurde von Zeit zu Zeit kontrolliert und die Reaktion bei 
einem Spaltungsgrad von 39,1°,, nach 16,5 Stunden durch Aufkochen 
unterbrochen. Die Fliissigkeit wurde filtriert und das erkaltete Filtrat 
mit etwa 300 ccm einer Lésung von Bariumhydroxyd (bis zu schwach 
alkalischer Reaktion gegen Phenolphthalein) zur Fallung des anorgani- 
schen Phosphats und des unzerlegten Esters versetzt. Obgleich die 
Fallung des Esters beim Kochen leichter und vollstandiger vor sich 
geht, wurde eine Erwirmung der alkalischen Lésung doch vermieden, 
um die Méglichkeit einer Racemisierung auszuschalten. Das Reaktions- 
gemisch wurde tiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt untl am nichsten 
Tage zentrifugiert. Der Riickstand wurde auf der HeiBwassernutsche 
zweimal mit kochendem Wasser gewaschen, da die Gefahr einer Race- 
misierung durch heiBes Alkali jetzt nicht mehr vorlag, andererseits 
aber kein Ester-salz, jedoch wohl glycerinsaures Barium in Lésung 
gehen sollte. Die Waschwasser wurden mit dem ersten Filtrat vereinigt. 
Der gewaschene Riickstand wurde in verdiinnter Salzsiure gelést, 
mit Natriumsulfat das Barium ausgefallt und abfiltriert. Das mit 
dem Waschwasser des Bariumsulfats vereinigte Filtrat wurde «it 
MgCl,, NH,Cl und NH,OH versetzt. Der Niederschlag von Mag- 
nesium-ammoniumphosphat wurde nach 12stiindigem Stehen im 
Kisschrank abfiltriert und das Filtrat im Faust-Heimschen Ver- 
dunstungskasten auf ein Volumen von etwa 150 ccm gebracht; es 
wurde dann so lange mit kleinen Portionen von Barytlésung versetzt, 
bis bei weiterer Zugabe nichts mehr ausfiel. Der Niederschlag wurde 
viermal mit kochendem Wasser gewaschen, abgesaugt, in 2-n-Brom- 
wasserstoffsaure gelést und das saure Bariumsalz des Esters durch 
Eintropfenlassen der filtrierten Lésung in absoluten Alkohol gefallt. 
Der Niederschlag wurde griindlich mit Alkohol gewaschen und im 
Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Untersuchung 
ergab, daB er frei von Stickstoff, anorganischem Phosphat und Bromid 
war. Ausbeute 9,9g an wasserfreier Substanz (Bilanz vgl. spater 
S. 14.) 

Das Filtrat der ersten Barytfallung, das mit mehr Barytwasser 
auch beim Erhitzen keine Fallung gab, also keine nennenswerten 
Mengen ungespaltenen Esters mehr enthalten konnte, wurde mit 
Kohlensiure behandelt, filtriert und den Waschwassern der ersten 
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Barytfaillung hinzugefiigt. Die vereinigten Lésungen, die eine starke 
Eisenchloridreaktion zeigten, wurden im Vakuum eingeengt. Der 
entstandene Niederschlag (BaCO,) wurde abfiltriert und mit heiBbem 
Wasser gut ausgewaschen. Das Waschwasser wurde mit dem Filtrat 
vereinigt. Die Gesamtlésung hatte ein Volumen von 36 ccm. Sie wurde 
mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde zunichst mit Alkohol 
gewaschen und dann wieder in Wasser aufgenommen, das Barium mit 
Schwefelsaure entfernt und das Filtrat vom Bariumsulfat in der Warme 
mit alkalifreiem Bleicarbonat behandelt. Der gebildete Niederschlag 
wurde abfiltriert und so lange mit heiBem Wasser ausgezogen, bis 
die Eisenchloridreaktion in der extrahierenden Fliissigkeit fast ver- 
schwunden war. Die gesamten Waschwasser wurden mit dem ersten 
Filtrat, aus dem beim Abkiihlen schon reichlich Substanz auskristallisiert 
war, vereinigt und im Vakuum auf ein Volumen von-etwa 20 ccm 
eingeengt. Der ausgeschiedene Kristallbrei wurde abgesaugt und wieder 
in heiBem Wasser gelést. Ein geringer unléslicher Riickstand erwies 
sich als Bleibromid und wurde mit Wasser ausgewaschen. Die mit 
dem Waschwasser vereinigte Lésung wurde dann mit Schwefelwasser- 
stoff entbleit, das Bleisulfid abfiltriert und der Schwefelwasserstoff 
durch Luft verjagt. Das Filtrat wurde mit Calciumcarbonat und 
schlieBlich mit Kalkwasser genau neutralisiert und auf ein Volumen 
von wenigen Kubikzentimetern eingeengt. Es kristallisierte sofort ein 
weiBes Salz aus, dessen Abscheidung durch Kiihlung mit Eis vervoll- 
standigt wurde. Die Kristalle wurden abgesaugt und mit einem 
eiskalten Gemisch von Wasser mit steigenden Mengen Alkvhol ge- 
waschen. Sie wurden im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
Sie enthielten weder Stickstoff noch organisches oder anorganisches 
Phosphat noch Bromid. Unter dem Mikroskop sah man kleine Plattchen. 
Ausbeute: 3 g. 
d) Analysen. 

Zur Analyse wurde ein Teil des bei der Spaltung wiedergewonnenen 
Mono-barium-ester-salzes in bromwasserstoffsiurehaltigem Wasser 
gelést und abermals mit Bariumhydroxyd gefallt. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und zur Entfernung etwaiger Spuren von Taka- 
bestandteilen haufig mit siedendem Wasser gewaschen. Er wurde 
darauf in 2n-Bromwasserstoffsiure gelést und erst am _ ndchsten 
Tage mit Alkohol gefallt. Bei der Analyse der bei 111° zur Konstanz 
gebrachten Verbindung ergaben: 


0,1702 g Substanz 0,1102g BaSO, = 38,10% Ba, 
0,1708 g a 0,0610 g Mg,P,0, = 9,95°% P. 


Bei der zuvor geschilderten Eigenschaft dieser Substanz, in saurer 
Lésung allmahlich in ihrem Bariumgehalt ab- und in ihrem Phosphor- 
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gehalt zuzunehmen, kann der gefundene niedrige Bariumgehalt von 
38,10°,, durehaus darauf zuriickzufiihren sein, daB sich beim Stehen 
der bromwasserstoffsauren Lésung ziemlich viel Anhydrid gebildet 
hatte. Dafiir spricht jedenfalls auch der Phosphorgehalt. Aus dem 
Bariumgehalt wiirde sich namlich eine Zusammensetzung der Substanz 
aus 68,56 °, der normalen Verbindung und 31,44 °,, Anhydrid berechnen. 
Daraus wiirde ein Phosphorgehalt von 10,59°%, folgen, was mit dem 
gefundenen Wert von 9,95°, hinreichend im Einklang steht. 


Das glycerinsaure Calcium wurde noch einmal aus Wasser um- 
kristallisiert und nach Trocknung bei Zimmertemperatur analysiert. 


0,2191 g Substanz ergaben 0,1055 g CaSOQ,, 
4,841 mg a * (bei Verbrennung mit Bichromatzusatz) 
4,400 mg CO, und 2,160 mg H,O. 


C,0,H,,Ca.2H,O. Ber.: 14,00% Ca; 25,16% C; 4,93% H; 
gef.: 14,17% Ca; 24,79% C; 4,99% H. 


e) Bilanz. 


Von dem Ansatz wurden 490 ccm mit einem Anfangsgehalt von 
38,5 g Bariumesalz des Esters aufgearbeitet. Da der Versuch bei einem 
Spaltungsgrad von 39,1 °%, unterbrochen wurde, waren in der Lésung 
noch 60,9 % = 23,4g Mono-bariumsalz vorhanden. Davon wurden 
9,9 g = 42,3 % der Theorie wiedergefunden. Da schon bei einmaliger 
Fallung einer reinen Salzlésung mit Barytwasser, Lésen des Nieder- 
schlages und Fallen mit Alkohol, jedenfalls beim Arbeiten mit kleinen 
Mengen, Verluste von 25°%, entstehen kénnen, kann die Ausbeute 
nicht als auffillig gering betrachtet werden. 


Aus 39,1 °%, = 14,0 g gespaltenen Esters kénnen nach der Theorie 
6,7 g Calcium-glycerinat (kristallwasserhaltig) entstehen. Davon wurden 
aus dem Ansatz 3,0 g isoliert entsprechend 44,8°, der Theorie, was 
in Anbetracht des sehr umstindlichen Reinigungsverfahrens als be- 
friedigende Ausbeute angesehen werden muB. 


f) Drehung. 


Zunichst wurde eine 5 °,ige Lésung des einmal umkristallisierten 
Calcium-glycerinates hergestellt, die aber im 2-dm-Rohr keine optische 
Aktivitét erkennen lie}. Um das glycerinsaure Salz auch in konzen- 
trierterer Lésung priifen zu kénnen, was infolge der geringen Léslichkeit 
des Calciumsalzes direkt nicht méglich ist, wurde 1 g Calciumglycerinat 
in 3ccm heiBem Wasser gelist, mit Na,CO, umgesetzt und das Filtrat, 
das einen Gehalt von 23°, Natrium-glycerinat aufwies, ebenfalls 
polarisiert. Eine Drehung war nicht festzustellen. Da sich bei dem 
bekannten spezifischen Drehungsvermégen des Natriumsalzes eine 








poe: mache 7 > Ves 








di 
S; 
be 


Ti 


an 


W 
te: 
fu; 


da 
un 
sal 
ge 


Ze) 
vel 


Zu 
Nac 


ph 
bel 


gee 
phe 


ist 
fun 








on 


ng 
en 
er 
oT - 
en 
ite 














Glycerinséure-mono-phosphorsaure. 15 
Beimischung von 1°, aktiver Verbindung unter den gewihlten Be- 
dingungen hitte nachweisen lassen, so mu man den Verlauf der 
Spaltung — unter den angegebenen Verhiltnissen als symmetrisch 
betrachten. 


2. Versuch mit Nieren-phosphatase. 

Bei dem Vorkommen eines Glycerinsiiure-mono-phosphats im 
Tierkérper war es von Interesse, ob die synthetische Verbindung von 
animalischer Phosphatase angegriffen wird. 

Der Fermentsaft wurde aus Niere hergestellt. 

70 g fein zerschnittener Schweineniere wurden mit der dreifachen 
Wassermenge unter Zusatz von 1,5°, Toluol 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur und 24 Stunden im Eisschrank belassen. Der durch Zentri- 
fugieren geklirte Nierensaft wurde bis zum Beginn dés Versuches 
(2 Tage spaiter) im Eisschrank aufbewahrt. 

Aus 0,9g  glycerinsiure-mono-phosphorsaurem Barium wurde 
das Barium durch die berechnete Menge Schwefelsiure ausgefillt 
und durch Zugabe der aquivalenten Menge Natronlauge das Natrium- 
salz des Esters hergestellt. Zu dieser Lésung wurden 40 ccm Nierensaft 
gegeben und das ganze auf 100 aufgefiillt (Liésung 1). 


Als Kontrolle diente eine mit Wasser allein auf die gleiche Kon- 
zentration gebrachte Nierensaftlésung (Lésung 2). Die kolorimetrisch 
verfolgte Phosphatabspaltung ergibt sich aus der Ubersicht. 


¢ ' 


Tabelle III. 





mg anorg. Phosphor in 0,5 ccm Lésung 


Lésung 1 Lésung 2 
ST ar ad ee ee 0,077 0,056 
ee + ls ee 0,403 > 0,056 


Die Phosphatbestimmung nach Veraschung lieferte als Gesamt- 
phosphorwert 0,511 mgP in 0,5cem Lésung. Nach 22,5 Stunden 
belief sich die Hydrolyse also bereits auf 75°). 

Eine Kontrolle mit dem Ester allein eriibrigte sich nach voran- 
gegangenen Versuchen. — Das py betrug bei der Spaltung 6,4. 


Zusammenfassung, 


1. Die friiher beschriebene Darstellung von Glycerinsiure-mono- 
phosphorsiure und ihren Salzen konnte ergiinzt werden; dabei 
ist ein kristallisiertes Mono-bariumsalz, C,H,O0,PBa + H,O, aufge- 
funden worden. 








16 M. Vogt: Glycerinsiéiure-mono-phosphorsaure. 


2. Es wurde iiber das Verhalten der Salze unter besonderer Beriick- 
sichtigung des Vergleichs mit der im Blut vorkommenden Glycerin- 
siure-di-phosphorsaure berichtet. 

3. Die Spaltung des Mono-phosphats in die optisch-aktiven Kom- 
ponenten wurde mit Hilfe fraktionierter Kristallisationen des Brucin- 
salzes erreicht. 

4. Die Hydrolyse durch Phosphatasen verschiedener Herkunft 
sowie die Isolierung auf fermentativem Wege gebildeter Glycerinséure 
wurden ausgefiihrt. Bei Anwendung von Taka-phosphatase lie} sich 
kein asymmetrischer Verlauf der Spaltung nachweisen. 
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Bildung und Isolierung 
von Methylglyoxal bei der Glykolyse durch tierisches Enzym. 
Von 
Marthe Vogt. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 12, Mai 1929.) 
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Problemstellung. 

Der erste Nachweis eines nicht oxydativen Abbauproduktes 
von Zuckersubstanzen durch tierische Organe betraf die Milchsiure, 
die schon im Jahre 1807 von Berzelius! im Muskelsaft gefunden und 
daraus von Liebig? in Form ihres Zinksalzes isoliert worden war. Hielt 
schon Liebig die Herkunft dieser Oxysiure aus den Kohlenhydraten 
des Muskels fiir méglich, so war dieser Ursprung® fiir Cl. Bernard eine 
Tatsache; ihre Beziehungen zur Muskeltatigkeit wurden von Du Bois- 


1 J. Berzelius, Lehrbuch der Chemie, iibers. von F’. Woéhler. Dresden 
1825. 

2 J. v. Liebig, Ann. Chem. Pharm. 62, 257, 1847. 

3 Cl. Bernard, Lecons sur le diabéte. Paris 1877. 
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18 M. Vogt: 


Reymond und Hermann? sowie Speck*® erkannt, und _ schlieBlich 
hat Meyerhof* auch die quantitativen Beziehungen zwischen Kohlen- 
hydrat und anaerober Milchsaureproduktion klargelegt. Da nicht nur der 
Muskel, sondern alle ticrischen Gewebe, ja wahrscheinlich tiberhaupt alle 
Zellen zur Glykolyse befahigt sind, handelt es sich hier um einen Funda- 
mentalprozeB der lebenden Substanz. Trotzdem ist die Kenntnis seines 
Ablaufs héchst liickenhaft. Zwischen den Gebilden des Traubenzuckers, 
CH,OH—CHOH-—CHOH-—CHOH-CHOH—COH (bzw. der iso- 
meren Fruktose) und der Milchsiure, CH,—CHOH—COOH, ist 
kein unmittelbarer Ubergang méglich, dies um so weniger, als die 
Fleischmilchsiure beachtenswerterweise sterisch zur /-Reihe, die 
Hexosen des Tierkérpers aber zur d-Reihe gehéren®. Es miissen Zwischen- 
stufen existieren, welche den Umbau und die wechselseitige Umwandlung 
verstindlich machen®. Diese Forderung ist fiir den Fall der tierischen 
Glykolyse noch dringlicher als fiir den Vorgang der alkoholischen 
Zuckerspaltung, wo auch eine Kluft zwischen Ausgangsmaterial und 
Endprodukten zu tiberbriicken war, aber keine direkte Riickbildung 
von Zucker aus Weingeist und Kohlendioxyd zur Diskussion steht ; wohl 
aber ist fiir die tierische Zelle die Resynthese der Milchséiure zu Kohlen- 
hydrat ein physiologisches Geschehen. Eine Parallele zu den Erschei- 
nungen der alkoholischen Garung ergab sich zunachst aus dem Umstande, 
daB die Phosphorylierung hier wie dort den Auftakt zur Dissimilation 
darzustellen scheint. Die gleiche Substanz, ein Hexose-di-phosphat, die 
im Jahre 1905 Harden und Young bei der Hefengirung isoliert hatten, 
glaubten Embden und Laquer? zunachst auch als ein Produkt des 
normalen tierischen Gewebestoffwechsels auffassen zu sollen; doch 
betrachten Embden und Zimmermann® neuerdings als das eigentliche 
,,Lactacidogen** ein Hexose-mono-phosphat. Ein grundsatzlicher 
Unterschied zwischen Mono- und Di-phosphorsiure-estern der Hexosen 
besteht wohl in biochemischer Hinsicht nicht; denn Brugsch, Cahen 
und Horsters® sowie Neuberg und Leibowitz haben die enzymatische 


1 EB. Du Bois-Reymond, Sitzungsber. d. Pr. Akad. d. Wiss. 1859, 8. 288. 

2 L. Hermann, Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Muskeln, 
Berlin 1867, 8S. 66. 

3 C. Speck (1891), cit. nach P. Schenk, Sitzungsber. d. Ges. z. Ford. 
d. Naturw. zu Marburg 63, 193, 1928. 

4 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 185, 11, 1920; 188, 114, 1921. 

5 K. Freudenberg und O. Huber, B. 58, 148, 1925. 

8 C. Neuberg, Monographie, Jena 1918, 8. 24; C. Neuberg und G. Gorr, 
Ergeb. d. Physiol. von Asher-Spiro 24, 194, 1925. 

* G. Embden und F. Laquer, H. 98, 94, 1914; 113, 1, 1921; G. Embden 
und M.Zimmermann, H. 141, 226, 1924. 

’ G. Embden und M. Zimmermann, H. 167, 114, 1927. 

® Th. Brugsch, M. Cahen und H. Horsters, diese Zeitschr. 164, 199, 1925. 

10 C, Neuberg und J. Leibowitz, ebendaselbst 191, 456 und 465, 1927. 
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Bildung und Isolierung von Methylglyoxal bei tierischer Glykolyse. 19 


Hydrolysierbarkeit von Di-phosphat zu den verschiedenen Mono- 
phosphaten gezeigt. Newberg und Leibowitz! haben zuvor auch die 
Méglichkeit des fermentativen Aufbaues von Fructose-di-phosphat aus 
Glucose-monophosphat durch Gewinnung der betreffenden Kérper 
in Substanz bewiesen und damit dargetan, daB die Reaktion wegen 
der Konstitutionsverschiedenheit der zugrundeliegenden Hexosen unter 
Umlagerung und Acylwanderung stattfindet. Dieser Befund, den 
v. Euler und Myrbdck? in anderem Zusammenhange bestiitigten, lehrte, 
daB die Phosphorylierung eines der natiirlichen Werkzeuge der intra- 
molekularen Verschiebungen ist’*. So schlieBt potentiell die Verwendung 
eines Zucker-phosphats die Gegenwart der Isomeren in sich. 

Alle die erwaihnten Stoffe gehéren noch der 6-Kohlenstoffreihe 
an; Zwischenglieder mit kiirzerer Kohlenstoffkette sind bislang nicht 
gefaBt. Theoretische Vorstellungen tiber die Natur eines solchen stiitzten 
sich auf die Erfahrung, die Pinkus* bei der Zersetzung von Hexose 
durch siedende Natronlauge gemacht hatte; er stieB dabei auf Methyl- 
glyoxal. Diese gewalttatige Reaktion ist von Neuberg und Mitarbeitern® 
den physiologischen Bedingungen erst angepaBt, indem sie mit ganz 
schwach alkalisch reagierenden Salzen wie Soda, Natriumbicarbonat, 
Natriumphosphat, Dinatriumsulfit, Ammoniak usw. unter schonenden 
Bedingungen 15,5 bis 70°, des angewandten Zuckers in Methylglyoxal 
umzuwandeln lehrten; neuerdings hat Fischler® di¢se Studien wieder 
aufgegriffen, aber keine besseren, eher geringere Ausbeuten erzielt. 

In ihrer Gesamtheit waren die Feststellungen in den Alteren 
Modellversuchen immerhin dazu ausreichend, daB Wohl? und Neuberg® 
fiir das Methylglyoxal die Rolle eines Zwischenproduktes bei der 
Glykolyse postulieren konnten. 

Die ursprimgliche Vorstellung nahm eine Umlagerung des Zuckers 
zu Methylglyoxal-glycerinaldehyd-aldol mit nachherigem Zerfall der Kette 
in der Mitte an, wobei fiir den Glycerinaldehyd die weitere Umwandlung 
zu Methylglyoxal, die chemisch durch Wohl (l.c.) erwiesen war, offen 
stand. 1913 erérterte Neuberg als zweite Méglichkeit auch eine direkte 
Bildung von Methylglyoxal-aldol und dessen Spaltung in die Kompo- 
nenten. Das Methylglyoxal erfiillte jedenfalls durch die groBe chemische 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 

2 H.v. Euler und K. Myrbdck, Ann. 464, 56, 1928. 

3 C,. Neuberg, Ann. de la Brass. et Dist. 27, 65, 1928. 

* G. Pinkus, Ber. 31, 31, 1898. 

5 C. Neuberg und W. Ortel, diese Zeitschr. 55, 495, 1913; C. Neuberg 
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und B. Rewald, ebendaselbst 71, 144, 1915; C. Newberg und HE. Reinfurth, 
Ber. 52, 1679, 1919. 

6 F. Fischler, H. 157, 1, 1926; 165, 53, 1927. 

7 A. Wohl in E.O. v. Lippmann, Die Chemie der Zuckerarten, 8. 1891. 
Braunschweig 1904. 

8 C. Neuberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1. Aufl. 1, 225, 
1909; Erganzungsband hierzu 19138, 8S. 569. 
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Wandelbarkeit, durch die Existenz zahlreicher Isomeren, Polymeren und 
Hydrate! die Anforderungen, die man an ein Zwischenprodukt der Kohlen- 
hydratspaltung stellen muBte. Diese Annahme erhielt die biochemische 
experimentelle Grundlage, als es 1913 Neuberg's* und Dakin und Dudley* 
gliickte, mit Hilfe tierischen wie vegetabilischen Ferments die Umwandlung 
des Methylgiyoxals in Milchsaure zu bewirken in einer enzymatischen Leistung, 
die sich alsbald als eine universelle Zellreaktion herausgestellt hat. 

Der direkte Nachweis der Bildung von Methylglyoxal durch Gewebe war 
jedoch zunachst nicht gefiihrt. Zwar haben Toenniessen und Fischer* sowie 
Ariyama® angegeben, daB sie kleine Mengen einer als Methylglyoxal an- 
gesprochenen Substanz beobachteten, wenn sie tierische Organe auf Lésungen 
von Zucker-phosphat einwirken lieBen; allein sie muBten infolge ihrer spar- 
lichen Ausbeute auf jede Identifizierung der fraglichen Verbindung durch 
Analysen verzichten und sich auf die Farbreaktionen und Schmelzpunkts- 
bestimmung des mit Nitro-phenylhydrazin erhaltenen Fallungsproduktes 
beschrinken. Dabei ist zu bedenken, daB die ersteren nicht eindeutig sind 
und der Schmelzpunkt bei seiner hohen Lage nicht wirklich beweiskraftig ist. 


Vor einiger Zeit ist es Newberg und Kobel® gelungen, bei der Des- 
molyse mittels Hefe sowie des Enzyms der echten Milchsiurebakterien 
sichere Bedingungen zu schaffen, unter denen durch ein als ,,Glykolase‘ 
zu bezeichnendes Ferment Methylglyoxal gebildet und angehiuft 
wird, ohne in Milchséure tiberzugehen. Als Voraussetzung fiir das 
Gelingen der Experimente ergab sich der Satz: Methylglyoxal- 
anreicherung findet nur dann statt, wenn unter Erhaltung der A pozymase 
die Cozymase des Systems abgeschwicht oder weitgehend entfernt wird. 

In Erkenntnis dieser Sachlage? vermochten die Autoren groBe 
Substanzmengen (Ausbeuten bis zu 100°, der Theorie bei der bak- 
teriellen Milchséuregirung, bis 85°, bei der Hefengarung) zu isolieren, 
den Keton-aldehyd durch Elementaranalyse seines Bis-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazons einwandfrei zu identifizieren. Sie haben so die wichtige 
Rolle des Methylglyoxals bei diesen Formen des Kohlenhydratabbaues 
auBer jedem Zweifel gestellt. 


' C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

2 H. D. Dakin und H. W. Dudley, Journ. of biol. Chem. 15, 127, 463, 
1913; 16, 505, 1914. 

8 C. Neuberg und E. Simon, Ketonaldehydmutase. Method. d. Fer- 
mente 1928, S. 1311. 

4 E. Toenniessen und W. Fischer, H. 161, 254, 1926. 

5 N. Ariyama, Journ. of biol. Chem. 77, 359, 395, 1928. 

8 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 2038, 463, 1928; 207, 232, 1929; 
210, 466, 1929. 

7 Mit den Befunden stehen die Anschauungen von A. v. Lebedew und 
N. Griaznoff (Ber. 45, 3267, 1912), A. Harden und R. V. Norris (Biochem. 
Journ. 8, 100, 1914), H.v. Huler und Mitarbeitern (H. 135, 49, 1924 und 
165, 28, 1927) und A. Gottschalk (H. 176, 314, 1928) in Ubereinstimmung, 
nach denen Oxydoreduktionen nur in Gegenwart von Coferment vor sich 
gehen; einen ahnlichen Befund verzeichnet auch O. Meyerho/ (diese Zeitschr. 
159, 432, 1925), deutet ihn aber anders. 
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Angesichts der groBen Verwandtschaft dieser Vorgiinge mit der 
tierischen Glykolyse und bei deren fundamentalen Bedeutung mubBte 
die Aufgabe gelést werden, durch entsprechende Versuche an animali- 
schen Geweben das Methylglyoxal auch hier als sicheres Zwischen- 
produkt der Milchsaiurebildung zu kennzeichnen. Hierfiir war cs nétig: 

1. die Bedingungen fiir die Methylglyoxal-anreicherung festzulegen, 

2. geniigende Substanzmengen zu gewinnen, um durch Analysen 
die Identitaét der Verbindung ganz sicherzustellen, 

3. den Verlauf der Kohlenhydrat-spaltung bilanzmiaBig zu verfolgen. 


1. Bedingungen, unter denen intermediar entstandenes Methylglyoxal 
isoliert werden kann’, 


Methodik. 

Zur qualitativen Priifung der verschiedenen Ansiitze (s. spiter) 
auf Methylglyoxalbildung wurde eine Probe in bekannter Weise ent- 
eiweibt, filtriert und die Niederschlagsbildung bei Zusa.z einer essig- 
sauren Liésung der Hydrazinbase beobachtet. 


a) Gewinnung und Wirksamkeit der Fermentsysteme. 
Vorbehandlung der Gewebe. 

Ein Teil der Versuche wurde mit Alkohol-Ather-Trocken-Praparaten 
von Schweineleber und -niere, der Rest mit frischer Leber, Niere und 
Maskulatur (vom Schwein und Kaninchen) ausgefiihrt, nachdem diese 
einer Digestion im Brutschrank unterworfen worden waren. 


Die ganz frisch vom Schlachthof bezogene Leber wurde unter steriler 
Entfernung der AuBenpartien fein zerschnitten und durch ein keimfreies 
Metallsieb gepreBt. Eine abgewogene Menge des so hergestellten Breies 
wurde in einer Petrischale etwa 2 Stunden auf Eis aufbewahrt, dann in die 
10fache Menge absoluten Alkohols unter Umriihren eingetragen und nach 
einigen Minuten auf der Nutsche abgesaugt. Der Riickstand wurde in 
einer Reibschale mit einem Gemisch von Alkohol und Ather (3: 1) 
gewaschen, abgesaugt und der anhaftende Alkohol schlieBlich durch 
absoluten Ather verdringt. Das Pulver wurde im Exsikkator von den 
Resten der Fiallungsmittel befreit. Bei der ganzen Behandlung wurde 
durch Verwendung steriler Instrumente und GefaiBe eine bakterielle 
Infektion médglichst vermieden. In analoger Weise wurde das Alkohol- 
Ather-Priparat aus Niere? gewonnen, nur daB die Zerkleinerung in einer 
ausgekcchten Fleischmaschine vorgenommen wurde. Das entstandene 
Organpulver ist hier allerdings gréber und ungleichmaBiger. 

Die Hoffnung, durch Herstellung von Trockenpriiparaten langere 
Zeit wirksame Organpuiver zu gewinnen, hat sich bislang nicht erfiillt, da 
diese schon nach wenigen Tagen an Wirksamkeit verloren. 


1 Vgl. hierzu die kurze Mitteilung M. Vogt, Klin. Wochenschr. 8, 
793, 1929. 

? Das Nierenbecken und der gréBte Teil der Papillen wurden vorher durch 
Praiparation entfernt. Ebenso ging ich bei den Digestionsversuchen vor. 
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Fiir die Digestionsversuche wurden die Organe unter Anwendung 
steriler Instrumente fein zerkleinert und ihr Coferment durch ein- bis zwei- 
tagige Behandlung mit sterilem Wasser bei 37° extrahiert bzw. abgeschwacht. 
Statt durch langere Autolyse des ganzen Organs bei 0° (vgl. v. Euler) 
erreicht man eine teilweise Zerst6rung des Cofermentes auch durch eine 
kiirzere Aufbewahrung im Brutschrank. Die so vorbehandelte Organ- 
suspension wurde abzentrifugiert und gewaschen; Riickstand und Zentri- 
fugat wurden getrennt untersucht. 

Unter sonst identischen Bedingungen (Naheres s. u.) war die Ausbeute 
bei Benutzung der verschiedenen Fermentsysteme recht ungleich, wie 
folgende Tabelle I zeigt: 

Tabelle I. 





Konzentration 


an verwendetem Methylglyoxal 
Ansatze mit Organ nach 
o 24 Stunden 
10 
this Gesamtsuspension 8 —“~ 
(S r sain) Riickstand 11 ++ 
Alkohol- cn Extrakt 8 ee 
praparate ee a a 
Niere Riickstand 5 ++ 
(Schwein) Extrakt 10 — 
Gesamtsuspension 10 Spur 
Leber Riick i 0 
(Schwein) tiie stant 1 i te 
ce Extrakt 10 Spur 
Leber Riickstand 6,7 spo 
(Kanincben) hxtrakt 6,7 ~ 
oo Gesamtsuspension 5 Spur 
Digerierte (Schwein) Riickstand 3 - pg 
Organe Extrakt 5 Spur 
Niere Riickstand 5 +p 
(Kaninchen) Extrakt 8 Spur 
Muskel Rickstand 3,3 +p + 
(Schwein) Extrakt 6,7 ++44 
Muskel Riickstand 4 +++ 
(Kaninchen ) Extrakt 6,7 +++ 





Die Zahl der Kreuze bezeichnet die Stirke der Methylglyoxal-anhaufung, das Zeichen — 
das Fehlen einer Niederschlagsbildung. 


Die Konzentration ist in Gramm frischen Organbreies ausgedriickt, 
die nach einer der beschriebenen Vorbereitungen zur Herstellung von 
100 ccm angesetzter Mischung verwendet sind. 

Die Konzentration liegt in den angefiihrten Versuchen immer nahe 
genug an der optimalen, um einen direkten Vergleich der Ertrage bei 
den verschiedenen Fermentsystemen zu gestatten. 

Die Versuche mit den Alkohol-Ather-Prdparaten wurden in der Weise 
ausgefiihrt, daB die Organpulver mit einer Wassermenge, die das Vierfache 


1 H.v. Euler und S. Proffe, Svensk kem. tidskr. 39, 295, 1927; H.v 
Euler, E. Brunius und S. Proffe, ebendaselbst 40, 100, 1928. 
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ihres Frischgewichtes betrug, verriihrt wurden; nach einigen Minuten wurde 
abzentrifugiert, die Fliissigkeit fiir die unter ,,Extrakt‘‘ angegebenen Versuche 
verwertet und das Auswaschen des Riickstandes noch einmal in der an- 
gegebenen Weise wiederholt. Er wurde nach AbgieBen des Waschwassers 
wieder auf das gleiche Volumen aufgefiillt und die so erhaltene Aufschwem- 
mung zu den Versuchen verwendet. 

In den Digestionsversuchen wurde der Organbrei jedesmal 24 Stunden 
unter Toluolzusatz im Brutschrank aufbewahrt, wobei Leber und Muskel 
in der fiinffachen, Nieren dagegen in der vierfachen Wassermenge auf- 
geschwemmt waren. Dann wurden Saft und Riickstand durch Zentri- 
fugieren getrennt, der Saft filtriert und dann fiir die ,,Extraktversuche*‘ 
benutzt; die Organpartikeln wurden noch einmal auf der Zentrifuge mit 
Wasser gewaschen; aus ihrem vom Waschwasser abgetrennten Riickstand 
wurde mit Wasser (unter Herstellung des urspriinglichen Volumens) eine 
Aufschwemmung bereitet, die zu den Experimenten mit ,,Riickstand* 
verwendet wurde. 

Zu den Versuchen mit ,,Gesamt-suspension*: dienten die mit Wasser und 
Toluol digerierten Organe und die in Wasser aufgeschwemmten Alkohol- 
Ather-Praparate ohne vorherige Trennung in feste und fliissige Bestandteile. 

Es sind nur die nach 24 Stunden erhaltenen Resultate angefiihrt. 

Die Tabelle gibt uns also folgendes Bild: Die T'rockenprd par ate 
waren zumeist etwas weniger wirksam als die im Thermostaten bebriiteten 
Organe. Von den Alkohol-praparaten war allein der Riickstand wirksam, 
wahrend der Saft nicht nur selbst kein Methylglyoxal bildete, sondern, 
dem Riickstand zugefiigt, dessen Fahigkeit zur Methylglyoxal-anhiufung 
unterdriickte. (Versuche mit ,,Gesamt-suspension’, d. h. ohne Trennung 
von Extrakt und Riickstand.) Das gleiche Verhalten auberte sich 
iibrigens auch darin, daB in Kontrollversuchen extra zugesetztes Methyl- 
glyoxal von dem Leberriickstand kaum, von dem Saft aber sehr schnell 
umgesetzt wurde. 

Bei den digerierten Organen war ebenfalls der ausgewaschene 
Riickstand immer wirksam. Das Filtrat verhielt sich dagegen ver- 
schieden: Im Falle der Leber entstand neben geringen Mengen Methyl- 
glyoxal ein noch nicht naher untersuchter Stoff, der mit p-Nitro- 
phenylhydrazin einen gelben Niederschlag lieferte. Der Autolysesaft 
der Nieren bildete wesentlich geringere Mengen Ketonaldehyd als 
der Riickstand; auch hier fielen die Versuche mit ,,Gesamt-suspension* 
negativ aus. Im Gegensatz hierzu zeigte die Muskulatur eine ebenso 
starke Methylglyoxal-anhaufung in den Versuchen mit Saft wie in 
denen mit Riickstand. 

Diese zunichst befremdlich erscheinenden Resultate werden 


verstandlich, wenn wir auf das eingangs erwahnte Prinzip der 
Methode zuriickgreifen, das nach Newberg und Kobel in der Er- 
haltung der Apozymase bei Entfernung der Cozymase aus dem 
Fermentsystem liegt. Eine Verschiebung des Verbiltnisses Cozymase 
zu Apozymase hat z. B. bei Experimenten mit ganz anderem 
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Ziel Meyerhof' durch mehrfaches Extrahieren zerkleinerter Musku- 
latur bewirkt: der Autor stellte eine Anreicherung der Cozymase in 
den ersten, ein Uberwiegen der Apozymase in den spiteren Extrakten 
fest. Man kann schlieBen, daB im vorliegenden Falle die wiisserigen 
Ausziige der zerkleinerten, bebriiteten oder mit Alkohol vorbehandelten 
Organe den gréBten Teil der Cozymase enthalten. Die Wirksamkeit 
der ,,Riickstande folgt daraus unmittelbar. 

Die Fahigkeit der Organfiltrate zur Methylglyoxal-anreicherung 
hangt dagegen davon ab, wieviel Apozymase in die Lésung iibertritt 
und wieweit schon bei der Vorbehandlung die Cozymase geschwiicht 
wird. Es ist namlich mit einer teilweisen Zerstérung des Coferments 
auch bei der Herstellung von Trockenpriparaten zu rechnen, haben 
doch Euler, Brunius und Proffe (1. c.) die Cofermentarmut von Aceton- 
muskeln beobachtet, die durch viertagige Aufbewahrung der Musku- 
latur bei 0° vor Herstellung des Organpulvers noch verstarkt wurde?. 


b) Versuche unter Zusatz von Coferment. 


Eine direkte Bestatigung dieser Erklarung liefert die niachste 
Versuchsserie : 


Aus feinzerkleinerter Zwerchfellmuskulatur und Leber vom Schwein 
wurden durch Erhitzen mit der gleichen Wassermenge * Cofermentlésungen 
hergestellt (,,Kochsaft 1‘* aus Leber und ,,Kochsaft 2‘‘ aus Muskel). In 
bekannter Weise wurde eine Lésung von Hefen-coferment aus gleichen 
Teilen Hefe und Wasser bereitet (,,Kochsaft 3°‘). Als ,,Kochsaft 4°‘ diente 
das aufgekochte Filtrat von Leberbrei, der durch Digestion von einem Teil 
Schweineleber mit 5 Teilen Wasser wahrend 24 Stunden (bei 37°) ge- 
wonnen war. 

Die vier Lésungen hatten alle (auch die im Verhaltnis zu den anderen 
Kochsiften recht verdiinnte Fliissigkeit 4), die Fahigkeit, ausgewaschene 
Trockenhefe wieder garfaihig zu machen. Uber ihr Verhalten zum Methyl- 
glyoxal geben die folgenden Tabellen Auskunft. 


Tabelle II zeigt Versuche, in denen zwei Methylglyoxal bildende 
Systeme (Riickstand von Leber-Alkohol-praparat + Hexose-di-phosphat 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178. 395, 1926. 

2? Nach neueren Angaben von A. L. Raymond (Journ. of. biol. Chem. 
79, 637, 1928) ist mit einer Entfernung von Coferment auch eine Schwachung 
der Phosphatase verbunden, die aus Hexose-di-phosphat das der Desmolyse 
anheimfallende Kohlenhydrat in Freiheit setzt. Die Mono-phosphorsaure- 
ester sollen dagegen durch die vom Coferment teilweise befreite Rest- 
phosphatase leichter spaltbar sein. In einem vorlaufig noch nicht geklarten 
Gegensatz hierzu findet man aber in den Versuchen zur Anreicherung 
von Methylglyoxal eine sehr erhebliche Bildung gerade von Hexose-mono- 
phosphat (s.u.). Uber den weiteren Widerspruch zu den Angaben von 
Meyerhof s. 8S. 28, Anm. 1. 

3 O. Meyerhof, H. 101, 165, 1918. 
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Tabelle II. 





Resultat Resultat 


Ansitse nach 24 Std. Ansitze nach 48 Std. 

19cem A, 10cem Aj, 
10 , 15%iges Mg-Salz, a 10 , 15%iges Mg-Salz, re 
10 , Kochsaft 1, 10 , Kochsaft 1, 
Toluol Toluol 
10cem A, 10 cem Aj, 
10 , 15%iges Mg-Salz, 4 10 , 15% iges Mg-Salz, oewe 
10 ,, Kochsaft 2, 10, Kochsaft 2, »P 
Toluol Toluol 
10 cem A, 10 cem Ay, 
10 , 15%iges Mg-Salz, . 10 , 15%iges Mg-Salz, , 
10 , Kochsaft 3, Spur 10 , Kochsaft 3, oy 
Toluol Toluol 
10 cem A, 10 ceem A, 
10 , 15%iges Mg-Salz, 4 10 , 15%iges Mg-Salz, rie 
10 , Kochsaft 4, 10 . Kochsaft 4, 
Toluol Toluol 
10 ccm A, 10cem Aj, 
10 , 15%iges Mg-Salz, 10 , 15%iges Mg-Salz, Wee 
10 > HAO, 7 10. HO, +t+ 
Toluol Toluol 

Es bedeuten: A = Aufschwemmung von Trockenpriparat aus Schweineleber. A, = Auf- 
schwemmung des Riickstandes aus zwei Tage lang digerierter Schweineniere. Mg-Salz 


= Magnesium-hexose-diphosphatslésung. 


und Riickstand von digerierter Niere +- Hexose-di-phosphat) mit 
den vier Kochsaiften und mit Wasser als Kontrolle versetzt waren. 

In der zweiten und vierten Spalte ist die Starke der Methyl- 
glyoxalbildung verzeichnet. 

Die Hemmung durch die Safte 1 bis 3 war klar ersichtlich, wahrend 
die Wirksamkeit von Saft 4 unsicher blieb und erst durch cin weiteres 
Experiment belegt wurde (Tabelle IIT). 

In dieser zweiten Versuchsserie, die gleichzeitig die Resultate der 
ersten bestitigt, wurde die Einwirkung des Systems Kochsaft + Organ- 
riickstand auf eine Methylglyoxal-lésung gepriift. 

In Versuch 1 wurde zur Ketonaldehyd-lisung nur der Riickstand 
von Leber-Alkohol-Priiparat gegeben, in den Versuchen 2 bis 5 wurden 
nur die Kochsafte zugefiigt, in den Ansitzen 6 bis 9 beide Partial- 
agentien. Die Schwichung der Methylglyoxal-ansammlung durch 
das komplettierte Fermentsystem und damit die Wirksamkeit der 
Kochsifte 1 bis 4 tritt deutlich zutage. 


Merkwiirdigerweise zeigten die Kochsiafte 1 bis 3 auch schon allein 
eine geringe Fahigkeit, Methylglyoxal anzugreifen, wie der folgende Versuch, 
der mit einer kleinen Menge Ketonaldehyd angesetzt ist, lehrt (Tabelle IV). 
Durch welchen Mechanismus in der gekochten Fermentlésung das Methyl- 
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Tabelle ITI. 








Ansatze mack 48 Sed. Aneitee nach 48 td. 
1. 10cem A, 6. 10cem A, 
14, Wasser, Puy, 4 , Wasser, 
6 , MGL, as 6, MGL, Spur 
Toluol 10 ., Kochsaft 1, 
2. 14cem Wasser, Toluol 
6, MGL, bli 7. 10cem A, 
10 , Kochsaft 1, 4 , Wasser, 
Toluol 6, MGL, Spur 
3. 14ccm Wasser, 10 » Kochsaft 2, 
4 : Toluol 
6 " MGL, ~ s 
10 , Kochsaft 2, ~" 8. 10cem A. 
Toluol » Wasser, 
4. 14ecm Wasser, 6 , MGL, a 
6. MGL, 10 , Kochsaft 3, 
10 ” Kochsaft 3, <7 Toluol 
Toluol 9. 10cem A, 
5. 14ccem Wasser, 4 ., Wasser, 
6, MGL, “a: 6 , MGL, + 
10 , Kochsaft 4, 10 , Kochsaft 4, 
Toluol Toluol 
Es bedeuten: A = Aufschwemmung von Trocken+praparat aus Schweineleber. MGL 
= 0,259) oige Methylglyoxalslésung. 
Tabelle IV. 
Ansitze nach 48 Gd. 
1,5cem MGL, 
10,0 , Kochsaft 1, Spur 
18,5 , Wasser 
15 , MGL, 
10,0 ,  Kochsaft 2, Spur 
18,5 , Wasser 
1S. 
10,0 , Kochsaft 3, Spur 
18,5 , Wasser 
15 , MGL, + 
28,5 , Wasser 
Es bedeutet: MGL = 0,25°/oige Methylglyoxal-lésung 


glyoxal zum Verschwinden gebracht wird, bedarf noch der Aufklarung. 
Fiir die Deutung der vorliegenden Ergebnisse ist dieses Verhalten jedoch 


ohne Belang. 


Dieser ganzen Versuchsserie kann man mit Sicherheit entnehmen, 
daB in Gegenwart von tierischem Gewebe Methylglyoxal nur dann 
bestdndig ist, wenn kein Coferment, ganz gleichgiiltig ob pflanzlicher, 
in der Lésung vorhanden ist. 


ob tierischer Herkunft, 
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c) Optimum der Ferment-konzentration. 


Die Organmenge, die zur Erzielung groBer Ausbeuten an Methyl- 
glvoxal erforderlich ist, hiangt von dem Zeitpunkt ab, bei dem der 
Versuch unterbrochen wird. 


Als vorteilhafte Konzentrationen an Fermentpriparat, bezogen 
auf Gramm frischen Organbreies, haben sich fiir einen 24 Stunden- 
Versuch etwa 7 g Lebersubstanz und 4g Nieren- oder Muskelbrei in 
100 cem Ansatz bewihrt. Eine Herabsetzung dieser Konzentration 
bedingt eine langere Versuchsdauer. kann aber dann zu ebenso guten 
Ausbeuten fiihren. 


Wie die Gewebe vorbehandelt sind -— sei es mit Alkohol-Ather 
oder durch Digestion — ist insofern unwesentlich, als bei obiger 
Standardisierung immer angenaihert optimale Bedingungen zustande 
kommen. In bezug auf die absolute Ausbeute an Methylglyoxal blieben 
aber die Alkchol-Ather-Priparate hinter den mit Wasser ausgezogenen 
Geweben zuriick. 

d) Substrat. 


1. Hexose-di-phosphat. 


Wie in den Versuchen von Neuberg und Kobel (1. c., 8. 20) diente 
als Ausgangssubstrat fiir die Glykolyse das wasserlésliche Magnesium- 
salz des Hexose-di-phosphats (bereitet nach Neuberg und Sabetay'). 


Zwar ist auch nach den neuesten Anschauungen (s. bei Newberg?) 
die Rolle der Zucker-phosphorsaéure-ester fiir Garung und Glykolyse noch 
nicht restlos geklart, und es sind iiber ihren Bildungsmechanismus 
verschiedene Hypothesen aufgestellt*; jedoch steht die Tatsache fest, 
daB die hier verwendeten cofermentarmen und daher nicht phosphory- 
lierenden* Fermentsysteme — Apozymase nicht in der Lage sind, zu- 
gesetzte stabile Zucker, wohl aber das Hexose-di-phosphat in Methy1- 
glyoxal umzuwandeln. {[Anderen Beobachtungen (Meyerhof bei Lipmann®) 


! ©, Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 

2 C. Neuberg, Wochenschr. f. Brauerei 46, 1, 1929. 

3 A. J. Kluyver, ebendaselbst 46, 66, 1929. 

* Der Zusammenhang zwischen Coferment und Fahigkeit zur Phosphory- 
lierung folgte fiir die Hefe schon indirekt aus den Versuchen von Harden 
und Young (Proc. Roy. Soc. B. 77, 405, 1906; 78, 369, 1906; 82, 321, 1910); 
der direkte Beweis wurde dann von v. Euler und M yrbdck (H. 139, 15, 1924) 
sowie von Gottschalk und Neuberg (diese Zeitschr. 154, 492, 1924) gefiihrt. 
Virtanen (H. 138, 136, 1924; Chem. Zentralbl. 1925, II, 1609) hat den 
gleichen Sachverhalt bei zwei Milchséure bildenden Bakterien aufgedeckt. 
Unter diesen Umstinden kann man unbedenklich das gleiche fiir tierische 
Fermentsysteme annehmen, zumal nach Neuberg und Gottschalk (diese 
Zeitschr. 161, 244, 1925) der Kochsaft von Kaninchenmuskulatur die 
Phosphorylierung durch cofermentarme Hefe aktiviert. 

5 F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 5, 1928. 
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kann man entnehmen, daB8 auch die Glykolyse des Esters schon mit 
geringen Mengen Cozymase ausfiihrbar ist!.] 

Die Ausbeute an Methylglyoxal lieB sich —- genau den Angaben 
von Neuberg und Kobe (|. c.) gemaB — durch Erhéhung der 
Konzentration des Magnesium-salzes weitgehend steigern, welches 
Fermentsystem auch immer zur Anwendung kam. Aus Griinden der 
Sparsamkeit wurde aber, da der gréfere Teil des Ester-salzes doch 
unverandert blieb, die Konzentration nicht iiber 5°,, bemessen. 


2. Triosen. 

Es war nun von Belang, festzustellen, ob die Triosen Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton, die als hypothetische Zwischenprodukte 
bei der Zuckerspaltung den Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
gebildet haben, dazu befahigt sind, dem Gewebe als Substrat fiir die 
Methylglyoxalbildung zu dienen. Die Versuche, die an Alkohol-Ather- 
Praparaten der Leber und Riickstiénden von digeriertem Nieren-, 
Leber- und Muskelbrei verschiedener Tiere ausgefiihrt wurden, sind 
simtlich negativ verlaufen?. 


Dabei wurde ein merkwiirdiger Nebenbefund erhoben, der auf die 
Notwendigkeit auBerordentlich sorgfaltiger Kontrollen bei solehen Experi- 
menten hinweist. 

Die Versuche wurden in der Weise vorgenommen, daB die in der iiblichen 
Weise vorbereiteten und gewaschenen Organaufschwemmungen in zwei 
Teile geteilt wurden. Die eine Halfte wurde eine halbe Stunde im Kochsalz- 
bad am RiickfluGkiihler erhitzt, so daB in ihr jede Fermentwirkung aus- 
geschlossen war; mit diesem inaktivierten System wurden die Kontrollen 
zu den mit der anderen Halfte der Aufschwemmung angesetzten Versuchen 
angestellt. Als Konzentrationen der Organ-aufschwemmungen wurden die 
in den Versuchen mit Hexose-di-phosphat als giinstig ermittelten gewahlt. 
Die Lésungen der Triosen* — die einen Tag alt waren, um den mono- 
molekularen Zustand der Verbindungen zu sichern — wurden in abgestuften 
Konzentrationen zugegeben und die Mischungen unter Zufiigung von etwas 
Toluol in den Brutschrank gestellt. Die Entnahme der Proben erfolgte 
wie tiblich nach 24 und nach 48 Stunden. 

Bei der Priifung, die durch Zusatz von p-Nitro-phenylhydrazin-acetat 
zu den enteiweiBten Organ-Substrat-Fliissigkeiten geschah, zeigten nur die 
Ansiitze, die eine mittlere Konzentration an Glycerinaldehyd enthielten (um 
0,02°%), rote Fallungen, wihrend gleich konzentrierte und ebenso lange im 


1 Hier wird gleichzeitig ausgesprochen, dal zur De-phosphorylierung 
des Esters die Gegenwart von Coferment nicht nétig sei. 

? Als Substrat ebenfalls unwirksam war die in der voranstehenden 
Mitteilung niaher beschriebene Glycerinséure-mono-phosphorsaéure (als 
Natriumsalz angewandt). 

3 Dioxyaceton im Hochvakuum destilliert; Glycerinaldehyd, reines 
kristallisiertes Racemat, bereitet nach A. Wohl und C. Neuberg (Ber. 33, 
3095, 1900). Fiir die freundliche Uberlassung des Glycerinaldehyds méchte 
ich auch an dieser Stelle Herrn Dr. Collatz meinen verbindlichen Dank 
aussprechen. 
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Brutschrank belassene rein wasserige Lésungen dieser Triose niemals Nieder- 
schlage ergaben. Den Beweis, daB es sich aber hier doch nicht um 
fermentative Methylglyoxal-bildung handeln konnte (auch utter der Vor- 
aussetzung, daB der rote Niederschlag wirklich Methylglyoxal-bis-hydrazon 
war), lieferten die Kontrollen mit dem inaktivierten Fermentsystem, die 
ebensolche Niederschlage bei den gleichen Glycerinaldehyd-konzentrationen 
ergaben. Hier liegt also eine vorléufig noch nicht weiter untersuchte, 
aber von ganz bestimmten Konzentrationsverhaltnissen abhangige, rein 
chemische oder jedenfalls von den gewdhnlichen Fermentwirkungen 
abweichende Erscheinung vor. Die optimale Triosenkonzentration fiir das 
Auftreten des Niederschlags war bei allen Organpriparaten die gleiche. 

Ein ahnliches Verhalten konnte bei den Versuchen mit Dioxyaceton 
beobachtet werden, nur da® hier die Starke des roten Niederschlags mit 
der Konzentration anstieg und auBerdem in der reinen wisserigen Lésung 
ein entsprechender Prozei (Osazonbildung?), wenn auch in geringerem 
MaBe, vor sich ging. Ein einziges Beispiel einer solchen immer wieder 
gleich verlaufenen Versuchsserie folgt in Tabelle V. . 

















Tabelle V. 
Priifung Priifung Prifung 
Ansatze nach Ansatze nach Ansiatze nach 
24 Std. 24 Std. 24 Std 
8cem Wasser, 3,3 cem A, 3,3 cem Aj, 


3, WEG, 
Toluol 


9,3 cem Wasser, 


0.7 , 10% Gl. 


4.7 , Wasser, 


20 , 10% GL, 


Toluol 


3,3 cem A, 
6,0 , Wasser, 


4.7 , Wasser, 


20 , 10%Gl., 


Toluol 


3,3 cem Aj, 
6,0, Wasser, 


Toluol 07 , 10%61,| “P* | o7 , 10%G1,| “P™ 
Toluol Toluol 

9,8 com Wasser, 3,3 cem A, 3,3 cem Aj, 

02 =, 10% GL, 6.5 , Wasser, at 6.5 . Wasser, ‘ 

Toluol 02 , 10%4GL, 0.2 , 10%GL., 
Toluol Toluol 

9.3 cem Wasser, 3,3cem A, 3,3ccm Aj, . 

G7... 4% GL, 6.0 , Wasser, S 6,0 , Wasser, ¢ 

Toluol ae or a en oe 


9.8 cem Wasser, 
G3.) 2% Gi, 


Toluol 


Toluol 


3.3cem A, 

6.5 . Wasser, 
OS -¢ 2% Gk. 
Toluol 


3.3.eem A, 
6.7 . Wasser, 


Toluol 


Toluol 


3,3 cem Aj, 

6.5 ., Wasser, 
03, 1% Gt. 
Toluol 

3,3 ccm Aj, 

6.7 " Wasser, 
Toluol 


Es bedeuten: A = gewaschener, aufgeschwemmter Kiickstand von (einen Tag lang) dige- 
rierter Schweineleber. A, wie A, aber durch Erhitzen im Kochsa!zbad inaktiviert. Gl. = Glycerine 


aldehydslésung. 


Waren die Triosen normale Zwischenprodukte bei der Desmolyse 
des Hexose-di-phosphats, so wiirde dieser negative Befund ohne Hilfs- 
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hypothesen nicht erklarbar sein!. Ob sie beim Abbau anderer Kohle- 
hydrate eine solche Rolle doch spielen kénnen, ist natiirlich durch diese 
Versuche nicht ausgeschlossen. 


1. Analysen. 

Zur sicheren Identifizierung des Methylglyoxals wurden gréBbere 
Ansiitze von 1,5 bis 2 Litern in genau derselben Art wie in den kleinen 
Versuchen hergestellt. Das entstandene Methylglyoxal wurde dann 
nach dem Vorgang von Neuberg und Kobel (1. c.) als 1, 4-Bis-di-nitro- 
phenylhydrazon gefallt und nacheinander aus Pyridin und Nitrobenzol 
umkristallisiert. Jedes der in vier verschiedenen Ansitzen erhaltenen 
Produkte wurde der Elementaranalyse unterworfen. 

Als Fermentsystem dienten der Riickstand (s. 8. 22) eines Alkohol- 
Ather-Praparats von Schweineleber (Versuch 1), der einer 24 Stunden 
digerierten Schweineniere (Versuch 2) und der durch Digestion von 
Kaninchenmuskulatur gewonnene Saft einerseits und der gewaschene 
Riickstand andererseits (Versuche 3 und 4). (Ausbeuten s. unter Ab- 
schnitt 3.) 

Es folgen die Daten fiir die Kohlenstoff-Wasserstoff- und die 
Stickstoff-Bestimmungen des isolierten Methylglyoxal-derivats: 


Versuch 1: 5,102 mg Substanz ergaben 7,860 mg CO, und 1,400 mg H,O; 


$336 .. es ra 0,488 cem N, (21°, 761 mm). 
Versuch 2: 4,740 ,, ” o» 7,330 mg CO, und 1,250 mg H,O; 
‘ eo: ee % 9 0,439 cem N, (20°, 761 mm). 
* Versuch 3: 5,249 ,, ce “ 8,090 mg CO, und 1,230 mg H,0O; 
2,378 ,, ~ 66 0,533 cem N, (22,5°, 763 mm). 
Versuch 4: 4,927 ,, ¥ RS 7,550 mg CO, und 1,170 mg H,O; 
3.061 ., sf ss 0,460 ccm N, (23°, 763 mm). 
C,;H,,N,0,. Ber.: 41,66% C; 2,80% H; 25,93% N. 
Versuch 1. Gef.: 42,02% C; 3,07% H; 25,38% N. 
we 3 » 4217% C; 206% H; 26,97% N. 
a 3. » 4£42,08% C; 3.62% H; 25,90% N. 
<i » 41,79%C; 2,66% H; 26,00% N. 


Der Schmelzpunkt der Verbindungen war wie bei der synthetischen 
Substanz 298°. 


1 Die Feststellung von C. Newberg und M. Kobel (Ann. de la Brasserie 
et de la Distillerie 27, 65, 1928; diese Zeitschr. 208, 452, 1928) und K. Iwasaki 
(diese Zeitschr. 203, 237, 1928), nach der Dioxyaceton vor der Vergairung 
durch Hefe zu Hexosephosphaten kondensiert wird, spricht ebenfalls gegen 
seine Eigenschaft als Zwischenprodukt. Bei der Unvergirbarkeit des 
Glycerinaldehyds (C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese 
Zeitschr. 88, 261, 1917) nimmt der negative Ausfall der Versuche, ihn in 
Methylglyoxal umzuwandeln, auch nicht wunder. 
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M1. Bilanz. 
a) Allgemeines. 

Um genauer in den Verlauf der Methylglyoxal-bildung bei der 
tierischen Glykolyse einzudringen, wurde die Umsetzung des Hexose- 
di-phosphats durch die angewandten Organpriparate quantitativ 
verfolgt. Um dessen Abbau in allen Stufen zu erfassen, miissen nach 
Newberg und Kobel (l.c.) beriicksichtigt werden: 

das abgespaltene anorganische Phosphat (1), 

das unverinderte Di-phosphat und daraus_ gebildete Mono- 
phosphorsdure-ester (2), 

eventuell auftretender freier Zucker (3) und schlieBlich 

das von dem Fermentsystem erzeugte, aber wihrend der Versuchs- 
zeit zu Milchsaure stabilisierte Methylglyoxal (4). 

Ist die Theorie richtig, daB ein Mol Hexose-di-phosphat auf dem 
Wege iiber zwei Mol Methylglyoxal zu Milchsiure abgebaut wird (ein 
Wiederaufbau der Milchsaiure zu Kohlenhydrat bleibt bei diesen im 
Verhaltnis zum lebenden Organismus sehr schwer geschidigten 
Fermentsystemen fraglich), so miiBte —- nach Abzug des durch Mono- 
phosphat- und Zuckerbildung frei gewordenen anorganischen Phosphors 
— einem Melekiil abgespaltenen Phosphats ein Molekiil gebildetes 
Methylglyoxal entsprechen, wie es auch in den Versuchen von Newberg 
und Kobel (Ausbeute bis zu 100°.) der Fall war. Erreicht aber die 
gefundene Methylglyoxal-menge nicht diese theoretische Hohe, so 
braucht die Ursache nicht an einem anderen Verlauf der Glykolyse zu 
liegen, sondern hat wahrscheinlich ihren Grund in folgendem: fiigt man, 
um zu bestimmeén, wieviel Ketonaldehyd wahrend der Versuchsdauer 
von dem Organpraparat umgesetzt wird, zu diesem synthetisches 
Methylglyoxal (ungefahr in der am Schlu8 der Versuche vorhandenen 
Konzentration) hinzu, so ist es bei der groBen Zahl labiler Formen 
dieser Substanz (Newberg) durchaus méglich, dafs das synthetische 
Produkt wesentlich langsamer umgewandelt wird als eins der im 
Stoffwechsel zunachst auftretenden Isomeren. Eine solche Differenz 
in der Geschwindigkeit der Umwandlung wird sich kaum bemerkbar 
machen, wenn das Fermentsystem auBerst arm an Co-zymase ist. Ist 
aber nur das Verhaltnis von Apo-zymase zu Co-zymase in dem Sinne 
verschoben, daB voriibergehend eine starke Anreicherung von Methyl- 
glyoxal stattfindet, die absolute Menge an Co-zymase aber zur Uber- 
fiihrung in Milchsdure noch ausreicht, so wiirde eine Differenz in den 
Reaktionsgeschwindigkeiten der Umlagerung von stabilem und von 
nascierendem Methylglyoxal stark zur Geltung kommen kénnen. Im 
Sinne einer Dismutationsbeschleunigung gegeniiber der Kontrolle kénnten 
auBerdem voriibergehende Erhéhungen der Konzentration an am- 
Methylglyoxal iiber den Endwert hinaus sich auswirken. Die, wie wir 
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sehen werden, im Vergleich zu den Ergebnissen von Newberg und 
Kobel geringeren Ausbeuten an Methylglyoxal bei den Versuchen mit 
tierischen Organen kénnten so ihre Erklarung finden. 


b) Methodik. 

Da sich die Methodik eng an die von Neuberg und Kobel aus- 
gearbeitete anschlieft, braucht ausfiihrlicher nur tiber die Abweichungen 
berichtet zu werden. 

1. Die Abspaltung anorganischen Phosphats wurde kolorimetrisch 
sowohl in den Hauptversuchen mit hexose-di-phosphorsaurem Magnesium 
als in den Kontrollen ermittelt, die mit den Agenzien des Fermentsystems 
ohne Substrat angesetzt worden waren. Da nun in einem Teil der Ver- 
suche mit Aufschwemmungen gearbeitet wurde, auBerdem bei dem 
Spaltungsvorgang Magnesiumphosphat ausfallt, mu erstens fiir eine 
gute Durchmischung des Ansatzes vor der Probe-entnahme gesorgt und 
zweitens der Zusatz an eiweiBfaillender Trichloressigsiure so groB gewihlt 
werden, daB eine véllige Auflésung allen Phosphats gewahrleistet ist. 

2. Aus denselben Griinden wurde auch vor der Fallung mit Alkohol, 
der das anorganische und das organische Phosphat in seiner Gesamtheit 
niederschlagen sollte, ein aliquoter Teil des Hauptansatzes mit Trichlor- 
essigsiure angesiuert, das Filtrat mit Magnesiumoxyd und etwas Natron- 
lauge neutralisiert (trichloressigsaures Magnesium ist in Alkohol léslich) 
und dann erst vollstandig mit Alkohol ausgefallt. (Zur Kontrolle dienende 
hexose-di-phosphatfreie Fermentansitze gaben keine wigbaren Nieder- 
schlige mit Alkohol.) Die. Probe wurde dann abzentrifugiert, auf der 
Zentrifuge mit Alkohol gewaschen und der Niederschlag im Becher durch 
Aufbewahren tuber Phosphorpentoxyd von dem anhaftenden Alkohol 
befreit. Er konnte so schon am nichsten Tage wieder in Wasser gelést und 
in die verschiedenen Fraktionen aufgeteilt werden. 

Zu diesem Zwecke wurde das von Neuberg und Leibowitz! empfohlene 
Prinzip der Trennung in Form der Calciumsalze in der Siedehitze ver- 


wendet. In der auf 20 ccm aufgefiillten Lésung — die in 50 ccm Ansatz 
vorhandenen Phosphate enthaltend — wurden das anorganische und das 


Gesamtphosphat bestimmt. Der Rest der Lésung wurde zum Sieden 
erhitzt und mit 20ccem einer heiBen, gesattigten Calciumacetatlésung 
versetzt. Nach zweimaliger Filtration am HeiBwassertrichter und Beriick- 
sichtigung des durch Verdampfung entstandenen Verlustes wurde durch 
Bestimmung des im Filtrat? verbliebenen organisch gebundenen Phosphors 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 

2 Die Reste der Filtrate aus zwei Bilanzversuchen wurden vereinigt 
und polarisiert, um zu sehen, ob sich bei der partiellen Dephosphorylierung 
der Neuberg- oder der Robison-Ester gebildet hatte. Die zur genauen Er- 
mittlung der spezifischen Drehung notwendige Reinigung und Isolierung 
des Esters konnte bei dem hier nur méglichen behelfsweisen Vorgehen 
nicht vorgenommen werden. Die starke ,,spezifische‘‘ Drehung von + 20,1° 
(c auf Bariumsalz umgerechnet = 1,47%; 1 = 2dm; a= + 0,59°; Re- 
aktion der Lésung neutral) spricht trotz der Gegenwart eines Gemisches 
von Caleium-, Magnesium- und Acetat-ionen mit Wahrscheinlichkeit fiir 
Anwesenheit von Robison-Ester [a]p des Bariumsalzes ad maximum + 15,6° 
(nach Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922). Siehe hierzu Neuberg und 
Kobel, diese Zeitschr. 210, 472, 1929. 
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der Gehalt an Mono-phosphat festgestellt. Die Veraschungen wurden 
nach Neumann mit Schwefelséiure und Salpetersiure vorgenommen, 
wobei die Veraschungsfliissigkeit zur Zerstérung der salpetrigen Séure 
unter Zugabe von etwas Harnstofflésung aufgekocht und dann neutralisiert 
wurde. 

3. Falls reduzierender Zucker in den Ansétzen vorhanden war, so 
muBte er in der alkoholischen Lésung enthalten sein, die nach Aus- 
fallung der Phosphorsaéure-verbindungen iibrigblieb. Diese wurde infolge- 
dessen im Vakuum eingedampft und mit Fehlingscher Mischung gepriift. 
Es war keine Spur von Zucker nachweisbar, und es zeigte sich, daB auch 
die Phosphate praktisch quantitativ entfernt worden waren. 

4. Die Bestimmung der Ausbeute an Methylglyoxal geschah wie bei 
Neuberg und Kobel im Hauptversuch durch Abscheiden, Waschen und 
Trocknen des _ Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazons, in den Kontrollen, die 
zur Beobachtung des Methylglyoxal-verbrauchs dienten, durch Fallung 
und Wagung als Bis-p-nitrophenylhydrazon. Ferment- und Substrat- 
lésungen fiir sich gaben keine Niederschlage mit dem Hydrazin-reagens. 


c) Bilanzversuche. 

Es folgen zwei Beispiele fiir eine Aufarbeitung nach dem an- 
gegebenen Schema. Als Fermentsystem diente das eine Mal der Riick- 
stand digeriert gewesener Kaninchenmuskulatur, in einer zweiten 
Bilanz die bei der Digestion gewonnene Fliissigkeit. 

Nachdem festgestellt worden war, da Hexose-di-phosphat-lésungen 
wahrend der fiir die Versuche in Frage kommenden Zeit bei Brut- 
schranktemperatur bestindig sind und auch innerhalb zweier Stunden 
in der Kalte keine Niederschlage mit den angewandten Phenyl-hydrazin- 
derivaten liefern, waren fiir jede Bilanz. vier Ansitze erforderlich: Der 
Hauptversuch enthielt Ferment und Substrat, die erste Kontrolle 
Ferment und Methylglyoxal ; die zweite Kontrolle inaktiviertes! Ferment 
mit Methylglyoxal, die dritte Kontrolle Ferment und Wasser. 

Die Hinterbein-muskulatur eines frisch geschlachteten Kaninchens 
wurde in der Fleischmaschine fein zerkleinert und 24 Stunden im Brut- 
schrank mit der fiinffachen Wassermenge unter Zusatz von 1,5°, Toluol 
aufbewahrt. Hauptversuch und Kontrollen des Bilanzversuchs 1 wurden 
mit dem gewaschenen und wieder in dem _ urspriinglichen Volumen 
destillierten Wassers aufgeschwemmten Riickstand in den Mengen angesetzt, 
die Tabelle VI verzeichnet. Die Ansiitze wurden wihrend des Versuchs 
haufig umgeschiittelt. 

Mit dem Saft der digerierten Muskulatur wurde nach Zusatz von 16,7 % 
seines Volumens an Wasser der Bilanzversuch 2 ausgefiihrt. Die Zusammen- 


setzung des Hauptansatzes und seiner Kontrollen sind in Tabelle IX 
zusammengestellt. 

Beide Versuche wurden nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank 
abgebrochen und aufgearbeitet. Zu dieser Zeit betrug das py beider Haupt- 
versuche 6,8, das der zusatzlosen Fermentlésungen 6,5. 


1 Zur Inaktivierung diente halbstiindiges Kochen im Kochsalzbad. 
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Bilanzversuch 1. 
Tabelle VI. 





Ansatze 


Hauptversuch 358 cem Muskel-aufschwemmung, 
537, 13,9%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-losung, 
1255 . Wasser, 
30 , Toluol 


Kontrolle 1 66 . Muskel-aufschwemmung, 
50 , 0.25% ige Methylglyoxal-lisung, 
284 . Wasser, 
6 , Toluol, 
Kontrolle 2 66 ,  inaktivierte Muskel-aufschwemmung, 
59 , 0.25% ige Methylglyoxal-losung, 
284 , Wasser, 
6 , Toluol 
Kontrolle 3 66 ., Muskel-aufschwemmung, 


334 . Wasser, 
6 " Toluol 


1. Tabelle VII gibt die Werte fiir das anorganische und Gesamt- 
phosphat in mg P/eem Ansatz. 


Tabelle VII. 





mg P/ccm Ansatz 


‘Anorganisches Phosphat 





ae — Gesamtphosphat 
zu Beginn nach 24 Std. 
a a een 0,032 1,219 5,670 
3 Sr ere 0,004 0,095 0,017 


Die Ubersicht zeigt, daB die Phosphatabspaltung aus der reinen 
Fermentlésung zu vernachlassigen ist und die Phosphatabspaltung 
pro Kubikzentimeter Ansatz 1,219 —-- 0,032 = 1,187 mg P betragt. Be- 
zogen auf den Gesamtphosphor von 5,670 mg sind das 20,9 °%,. 

2. Die Resultate der Zerlegung des durch Alkohol gefallten Nieder- 
schlags in anorganisches Phosphat und die einzelnen Hexose-phosphor - 
siure-ester gibt Tabelle VIII in Prozenten des Gesamtphosphors und 


in mg P/ecm Ansatz. 
Tabelle VIII. 




















Gesamt-P_ mg P/ccm 
%, Ansatz 
Cententndintes Di- Renee’ ee ke ee a Oo 71,1 4,03 
Mono-phosphat . . ees Core 7,4 0,42 
Abgespaltenes anorganisches Phosphat Sd a : 20,9 1,19 
Zu Beginn vorhandenes anorganisches Phosphat : 0,6 0,03 


Gesamtphosphor: 100,0 | 5,67 
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Wie die Tabelle lehrt, entstammen von den im Kubikzentimeter 
Ansatz enthaltenen 5,67 mg Gesamtphosphor 99,4°;, dem zugesetzten 
Magnesium-hexose-di-phosphat. 

0,6 % sind von vornherein vorhandenes anorganisches Phosphat. 
Die kleine, aus Tabelle VII ersichtliche Menge von der Fermentaufschwem- 
mung stammenden organischen Esters kann man bei der Berechnung 
nicht beriicksichtigen, da ihre Natur nicht bekannt ist. Thre GréBenordnung 
liegt tiborhaupt innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. 

Bei Beendigung des Versuchs ist also der als Hexose-di-phosphat 
eingefiihrte Phosphor in folgenden Bindungsformen wiedergefunden : 


71,6°%, als Hexose-di-phosphat-phosphor, 
7,4°%, als Mono-phosphat-phosphor, 
21,0°%, als anorganischer Phosphor. 


Hiernach sind von den 69,6 g Hexose-di-phosphat, die auf 2 Liter 
Ansatz zugegeben wurden, 


71,6 °%, = 49,8 g ungespalten geblieben, 
14,8°,,= 10,4g in Monophosphat verwandelt, 
13,6°,,= 94g vollig de-phosphoryliert. 


3. Freier Zucker war nicht vorhanden. 


4. 2000 cem Ansatz wurden mit 350 ccm 10°%iger Trichloressig- 
sdure gefallt. Aus den so entstandenen 2350cem wurden durch 
Zentrifugieren 2160 ccm eines Filtrates gewonnen, das sich weder beim 
Zusatz weiterer Trichloressigsiiure noch beim Zugeben 2n Salzsiure 
triibte. 

Das Filtrat wurde bei Zimmertemperatur mit 400ccm einer 
1,7° igen Lésung von 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin in 2n Salzsaure 
versetzt, der Niederschlag nach 2 Stunden abzentrifugiert, mit ver- 
diinnter Salzsiure, Wasser und zweimal mit Alkohol gewaschen und 
getrocknet. 

Die Ausbeute betrug 4,89g gut kristallisierter Substanz, ent- 
sprechend 5,31 g fiir 2000 cem Ansatz, unter der natiirlich nicht 
ganz genau erfiillten Voraussetzung, daB im abzentrifugierten, bei der 
Aufarbeitung nicht verwerteten EiweiBniederschlag das Methylglyoxal 
in derselben Konzentration vorhanden war wie in der Lésung. 


Aus den Methylglyoxal-bestimmungen in den Kontrollen 1 und 2 
errechnet sich, in Bis-p-nitro-phenylhydrazon ausgedriickt, ein Keton- 
aldehyd-verbrauch von 0,33 g durch 2000 ccm Ansatz, entsprechend 
0,42 g Bis-di-nitro-phenylhydrazon. Addiert man diese Zahl zu der 
isolierten Menge von 5,31 g, so erhilt man den Wert von 5,73 g Bis- 
hydrazon. Er entspricht demjenigen Methylglyoxal-quantum, dessen 
Bildung in 2000 cem Ansatz nachweisbar war.‘ Diesen 5,73 g sind iquivalent 
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0,96 g Methylglyoxal. Die nach Abschnitt 2 (s. 8. 35) véllig de-phos- 
phorylierten 9,4 g Hexose-di-phosphat kénnten theoretisch 3,52 g Keton- 
aldehyd liefern; aus 


ee ee 
100 . 3.52 = 27.4 


ergibt sich die Ausbeute zu 27,4°, der Thecrie. 


Zur Analyse wurde das Bis-2, 4-di-nitro-phenyl-hydrazon einmal 
aus Pyridin und zweimal aus Nitrobenzol umkristallisiert. Die Re- 
sultate sind unter Analyse 4 auf 8. 30 angefiihrt. 


Bilanzversuch 2. 


Tabelle IX. 





Ansatze 


Hauptversuch 537,5cem Muskelsaft (S. 33), 
537,5 , 14,5%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
537,5 , Wasser, 


22,0 , Toluol 
Kontrolle 1 110,0 , Muskelsaft, 
41.2 , 0,25%ige Methylglyoxal-lisung, 
178,8 ., Wasser, 
5,0 , Toluol 
Kontrolle 2 110,0 , inaktivierter Muskelsaft, 
41,2 , 0,25%ige Methylglyoxal-lésung, 
178.8 , Wasser, 
5,0 , Toluol 
Kontrolle 3 50,0 , Saft, 


100,0 , Wasser, 
2.0 , Toluol 


1. Tabelle X entspricht der Tabelle VII des ersten Versuchs. 


Tabelle X. 





mg P/ccm Ansatz 





Anorganisches Phosphat | 
ees Gesamtphosphat 





zu Beginn nach 24 Std. 
Hauptversuch . . 0,119 2,713 7,910 
Kontrolle 3... 0,089 0,094 0,094 


Die Phosphat-abspaltung in der Kontrolle ist wieder ganz gering, 
und ungespaltene crganische Ester sind in ihr bei Beendigung des Ver- 
suchs nicht mehr vorhanden. Aus dem Hexose-di-phosphat sind 
2,713 — 0,005 — 0,119 = 2,589 mg P/eem Ansatz durch Spaltung frei 
geworden, bezogen auf den Gesamtphosphor also 32,7 °,. 
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2. Tabelle XI weist wie Tabelle VIII die verschiedenen Fraktionen 
des in organischer und anorganischer Gestalt vorhandenen Phos- 


phats aus. 
Tabelle XI. 





Gesamt-P mg P/ccm 

9% Ansatz 

Unverandertes Di-phosphat. .......... 53,3 4,22 
oe eal UNE Cee ee ee ea 12,4 0,98 
Abgespaltenes anorganisches Phosphat. . ... . 32,7 2,59 
Zu Beginn vorhandenes anorganisches Phosphat . 1,6 0,12 
Gesamtphosphor: 100,0 7,91 


Aus den Zahlen der Tabelle erhellt, daB 98,4°,, des gesamten im 
Ansatz vorhandenen Phosphors von dem Magnesium-hexose-di-phosphat 
abstammen; dieser Phosphor ist zuletzt in folgenden -drei Formen 
zugegen : 

54,2°, als Hexose-di-phosphat-phosphor, 
12,6°;, als Mono-phosphat-phosphor, 
33,2 °, als anorganischer Phosphor. 


Von den in 1500 cem Ansatz anfangs enthaltenen 72,5 g Magnesium- 

hexose-di-phosphat sind infolgedessen bei Beendigung des Versuchs 
54,2 °,, = 39,3 g noch ungespalten, 
25,2 °, = 18,3 g in Mono-phosphat verwandelt, 
20,6 °%, = 14,9 g vollig de-phosphoryliert. 

3. Reduzierender Zucker war nicht nachweisbar. 

4. 1500 cem Ansatz werden mit 375 ccm Trichloressigsiure (10°,ig) 
gefallt. Nach Abtrennen des EiweiBniederschlags sind 1175 ccm Fliissig- 
keit verfiigbar, die keine Fallung mit 2 n Salzsiure oder mehr Trichlor- 
essigsiure geben. Durch Zusatz von 400 ccm einer 1,7 °,,igen Lésung 
von 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin in 2n Salzsiure wird das Methyl- 
glyoxal abgeschieden und wie beim Bilanzversuch 1 gewaschen und ge- 
trocknet. Die Ausbeute belief sich diesmal auf 5,00 g Bis-hydrazon. 
Die wie oben vollzogene Umrechnung auf 1500 ccm fiihrt zu einer 
Menge von 5,28 g. 

Die Kontrollen 1 und 2 zeigen eine Methylglyoxal-umwandlung 


entsprechend 0,72 g Di-nitro-hydrazon fiir 1500 ccm Ansatz. Die Zahl 
von 0,72 g, zu 5,28 g addiert, ergibt demnach diejenige Methylglyoxal- 
menge, deren Bildung in 1500 ccm nachweisbar war; diesen 6,00 g 
sind 1,00 g Methylglyoxal aquivalent Da aus den nach Abschnitt 2 
total dephosphorylierten 14,9 g Magnesium-hexose-ci-phosphat 5,58 g 
Methylglyoxal gebildet werden kénnten, ist die Ausbeute gleich 


1,00 
5,58 


100 = 17,9% der Theorie. 
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Die Elementaranalyse des wie im ersten Bilanzversuch gereinigten 
Bis-hydrazons steht unter Abschnitt IT, Analyse 3 (s. S. 30). 

Im ganzen sind die Ausbeuten geringer als mit den Enzymen 
der einzelligen Mikroben; das hangt wohl mit der gréBeren Labilitat 
der benutzten tierischen Fermentsysteme zusammen. 

Der Vergleich der Resultate bei Anwendung von Muskelsaft und 
Muskelriickstand zeigt den viel lebhafteren Spaltungs-stoffwechsel in 
dem Organfiltrat. An der Gegenwart nicht ganz unbetrachtlicher 
Mengen Coferment ist nach der Herstellung hier nicht zu zweifeln 
und daher auch die absolut zwar gréBere, relativ aber schlechtere 
Ausbeute an Methylglyoxal leicht verstandlich. Da8 trotzdem zu- 
gesetztes stabiles Methylglyoxal nur in maBigem Umfange verbraucht 
wurde, darf wohl im Sinne der aut S. 31 ausgefiihrten Annahme 
erklart werden. — 

Mit diesen Befunden ist der direkte und einwandfreie Nachweis 
des Auftretens von Methylglyoxal bei der tierischen Glykolyse erbracht 
und hiermit, wie fiir andere glykolytische Prozesse in der Natur, das 
Methylglyoxal als das wichtige Durchgangsglied im Giarungsstoff- 
wechsel auch der tierischen Organe gekennzeichnet. 

Der Einwand, das Methylglyoxal wegen Giftigkeit keine Rolle 
als Zwischenprodukt spiele, kann durch verschiedene Argumente 
entkraftet werden. Als neuer Gesichtspunkt kommt hinzu, daB ohne 
Herstellung besonderer Bedingungen, die normalerweise im Kérper 
nicht realisiert werden, naimlich ohne Entfernung des Coferments, 
eine Ansammlung dieses reaktionsfahigen Stoffes wegen seiner raschen 
Dismutation unméglich ist. Dagegen wird man mit Newberg und Gorr! 
sowie Neuberg und Kobel? annehmen, daB die Resynthese des zur 
Milchsaure-stufe abgebauten Zuckers am Methylglyoxal ansetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Der unmittelbare und sichere Nachweis fiir die Bildung von 
Methylglyoxal bei der Glykolyse tierischer Organe wird durch zahl- 
reiche Elementaranalysen seines Bis-2, 4-di-nitro-phenyl-hydrazons 
erbracht. 

2. Der Kohlenhydrat-abbau wird quantitativ verfolgt und die Aus- 
beute an Methylglyoxal zu 27,4 und 17,9°%, der Theorie gefunden 
(bei der Annahme des Zerfalls eines Molekiils Hexose in zwei Molekiile 
Ketonaldehyd). 

3. Die optimalen Bedingungen fiir gute Methylglyoxal-ausbeuten 
werden bestimmt bei Alkohol-Ather-Praparaten von Schweineleber 


1 C. Neuberg u.G.Gorr, Asher-Spiros Ergebn. d. Physiolog. 24, 194, 1925. 
2 C. Neuberg und M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 761, 1925. 
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und -niere, auBerdem bei ausgelaugtem Leber-, Nieren- und Muskelbrei 
vom Schwein und Kaninchen. Wie man sieht, sind die verschiedensten 
Organe diverser Tiere fiir diese Versuche verwendbar. 

4. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Neuberg und Kobel 
bei der alkoholischen Zuckerspaltung sowie der bakteriellen Milchsiure- 
girung wird als Vorbedingung fiir die Anreicherung des Methyl- 
glyoxals die Abwesenheit gréBerer Mengen Coferment bestiitigt. Die 
Ansammlung unterbleibt, wenn Coferment beliebiger Herkunft zugegen 
ist und das Methylglyoxal dismutiert werden kann. 

5. Mehrere Substrate werden auf ihre Eignung zum Ubergang 
in Methylglyoxal gepriift, Hexose-di-phosphat mit positivem, die Triosen 
bisher mit negativem Resultat. 
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I, Einleitung. 


Bei der Untersuchung tiber den Mechanismus der Farbanpassung 
von Schmetterlingspuppen an die Umgebung, in der sie sich verpuppen!, 
schien es wiinschenswert, das innere Milieu der Raupe und Puppe und 
die Veranderungen desselben bei der Verpuppung kennenzulernen?. 


Uber die H-Ionenkonzentration des Blutes in den verschiedenen 
Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung im Lichte verschiedener 
Wellenlange ist in einer friiheren Arbeit berichtet worden?. Die mit 
einer von Winterstein® hierzu konstruierten Mikroelektrode angestellten 
Messungen hatten ein py des Raupen- und Puppenbdlutes von Pieris 
brassicae 6,6 ergeben?. 

Hieran schlof sich die Bestimmung der iibrigen Ionen im Blute 
der verschiedenen Entwicklungsstadien vor, wihrend und nach der 
Verpuppung. Die in der erwahnten Arbeit? hieriiber begonnenen 
Untersuchungen konnten seither wieder aufgenommen und fortgefiihrt 
werden. 

In der vorliegenden Mitteilung soll daher tiber den Gehalt des 
Puppenblutes an anorganischen Bestandteilen sowie tiber die Ver- 
anderungen im Gehalt der verschiedenen anorganischen Bestandteile 
waihrend der Verpuppung berichtet werden. 


Ich bin der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu groBem 
Danke verpflichtet, den ich auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen 
méchte, da sie mir durch Gewahrung eines Stipendiums erméglichte, 
diese Unterguchung auszufihren. 


Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Professor Rona meinen 
herzlichsten Dank dafiir aussprechen, daB er mir einen Arbeitsplatz 
und alle fiir meine Arbeit notwendigen Einrichtungen und Apparate 
zur Verfiigung stellte und durch das meiner Arbeit bezeugte Interesse, 
durch Anregungen und Ratschlage meine Untersuchungen sehr férderte. 


Ferner méchte ich Herrn Dr. Hans H. Weber herzlichst danken 
fiir Ratschlage und Unterstiitzung bei der Arbeit. 


Ich méchte ferner allen denjenigen danken, die mir bei den ver- 
schiedenen Mikromethcden Ratschlige gaben. 


1 Brecher, Die Puppenfarbungen des KohlweiSlings, Pieris brassicae, 
I bis VIL, Arch. f. Entwicklungsmech. 1917 bis 1924; ferner Die Puppen- 
farbungen der Vanessiden, ebendaselbst 50, 1922; 102, 1924. 

2 Dieselbe, Zeitschr. f. vergl. Physiol. (Abt. C der Zeitschr. f. wiss. 
Biol.) 2, 691, 1925. 

8 Vgl. dazu H. Winterstein, Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 216, 
267, 1927. 


3* 





42 L. Brecher: 


II. Die anorganischen Bestandteile des Schmetterlingspuppenblutes (Sphynx 
pinastri). 


Die Puppen von Sphynx pinastri wurden in jedem Herbste bzw. 
Winter (1926/27 und 1927/28) von einem Handler gekauft und dann 
in einem Eiskasten (Temperatur etwa + 8°) gehalten, um ihre Ent- 
wicklung zu verzégern. Das Blut wurde mittels Einstich der Fliigel- 
scheide mit einer Nadel gewonnen: die Tropfen wurden in einem kleinen 
Reagenzglas aufgefangen. 

Die angewandten Methoden sind die fiir Menschenblut aus- 
gearbeiteten Mikromethoden. Jede Methode wurde in zahlreichen 
Kontrollbestimmungen an Salzlésungen bekannter Konzentration und 
an Salzlésungen mit Zusatz von dialysiertem Serumalbumin gepriift 
und in Voruntersuchungen die Menge der betreffenden Substanz im 
Puppenblut ermittelt, um fiir die weiteren Bestimmungen des be- 
treffenden Elements die entsprechende Menge Blut, die fiir die Be- 
stimmung am giinstigsten ist, zu verwenden. 


1. Bestimmung des Natriume. 


leem Blut wurde im Platintiegel auf dem Wasserbad eingedampft 
und im Trockenschrank getrocknet, dann vorsichtig verkohlt. Nach 
Extraktion der Kohle mit heiBem Wasser wurden Filter und Platintiegel 
im Trockenschrank getrocknet, das Filter in den Platintiegel gegeben, 
vorsichtig verkohlt und dann weiter nach Stolte! verascht. Die Asche 
wurde mit heiBem Wasser extrahiert und der wisserige Aschenauszug 
zum Kohlenauszug hinzugefiigt. Dieser wasserige Auszug wurde nun in 
der von Krumer-Tisdall? nach der Modifikation von Balint*® fiir die Be- 
stimmung des Natriums im Menschenblut vorgeschriebenen Weise behandelt. 


Doch entstand nach Zusatz des Kaliumpyroantimoniatreagens und 
vorschriftsmaBigem Reiben der Wande mit einem Glasstab kein Nieder- 
schlag — erst am nichsten Tage war ein ganz geringer Niederschlag 
zu sehen —, so daB das Natrium im Puppenblut in einer viel geringeren 
Menge vorhanden ist, als durch diese Methode, die fiir Menschenblut 
ausgearbeitet worden ist, bestimmbar ist. 


Man hatte nun eine gréBere Menge Puppenblutes zur Bestimmung 
des Natriums verwenden kénnen. Nach Balint soll aber Kalium, wenn 
es in gréBerer Menge als das Natrium vorhanden ist, die Bestimmung des 
Natriums stéren. Im menschlichen Serum ist Kalium in viel geringerer 
Menge als Natrium vorhanden, daher stért es die Bestimmung des Natriums 
nicht. Wie weiter unten zu berichten sein wird, ist aber im Puppenblut 
sehr viel Kalium vorhanden, was also die Bestimmung des Natriums 
stéren wiirde, so daB es keinen Zweck gehabt hatte, zur Bestimmung des 
Natriums gréBere Mengen Puppenblut zu verwenden. Die neuerdings 


1 Stolte, diese Zeitschr. 85, 104, 1911. 
2 Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 48, 223, 1921. 
3 Balint, diese Zeitschr. 150, 424, 1924. 
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beschriebene Methode, Natrium neben viel Kalium in Pflanzen zu be- 
stimmen, konnte fiir die vorliegende Arbeit nicht mehr herangezogen 
werden '?. 


2. Bestimmung des Kaliums. 


a) Das Kalium wurde nach der Methode von Kramer-Tisdall* 
nach Veraschung des Blutes bestimmt. 


Je 0,15cem Blut (meist wurde das Blut aus einer Puppe fiir zwei 
Bestimmungen von je 0,15 cem verwendet) wurden im Platintiegel auf dem 
Wasserbad eingedampft, dann im Trockenschrank bei 105 bis 110° ge- 
trocknet, dann vorsichtig verkohlt, die Kohle mit heiSem Wasser extrahiert. 
Dann wurde der Platintiegel mit der Kohle auf dem Wasserbad eingedampft 
und im Trockenschrank getrocknet. Das Filter wurde ebenfalls im Trocken- 
schrank getrocknet und dann in den Platintiegel gegeben und an der Bunsen- 
flamme vorsichtig verkohlt, bis keine Dampfe mehr entweichen, und dann 
weiter nach Stolte verascht. Die erkaltete Asche wurde mit hejBem Wasser 
extrahiert und dieser Aschenextrakt mit dem Kohlenauszug vereinigt. 
Dieser wisserige Extrakt, der sich in einer Porzellanschale befand, wurde 
sodann auf dem Wasserbad eingeengt und dann in ein Zentrifugenglaschen 
iibergefiihrt und die Porzellanschale noch einigemal mit heiSem Wasser 
nachgewaschen, so daB die Fliissigkeit im Zentrifugenglischen 1 ccm betrug, 
und hierin wurde das Kalium nach der Methode von Kramer-Tisdall 
bestimmt. 

Die Resultate sind in Tabelle I enthalten. Die Werte schwanken 
sehr stark zwischen 108 und 174 mg pro 100 ccm Blut. 

Gliicklicherweise konnten in den meisten Fallen Doppelbestimmungen 
aus dem Blute einer Puppe gemacht werden. Die grofen Differenzen 
zwischen den einzelnen Bestimmungen scheinen demnach nicht nur auf 
etwaige Kaliumverluste trotz der vorsichtigen Veraschungsmethode zuriick- 
zufiihren sein, sondern es bestehf da eine Variabilitét zwischen den einzelnen 
Puppen, denn die Doppelbestimmungen aus einer Puppe zeigen unter- 
einander kleinere Unterschiede, als wenn man die Bestimmungen der ver- 
schiedenen Puppen untereinander vergleicht, aber das stimmt doch nicht 
durchgehends. 

Es sind keine Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen 
in bezug auf die Menge des Kaliums. 

Die Menge Kalium in 100 ccm Puppenblut (Sphynx pinastri) 
betragt im Durchschnitt 137,8 mg, die Konzentration ist also 0,03 Mol. 

Im Vergleich zum Menschen ist im Puppenblut von Sphynx 
pinastri siebenmal soviel Kalium als im menschlichen Serum. Vergleicht 
man dagegen mit dem Gesamtblut des Menschen, so ist es nahezu 
dasselbe, im Puppenblut ist etwas weniger Kalium. 


b) Ferner wurde das Kalium auch im enteiweiften Blute bestimmt. 
Es wurde genau nach der Methode von Kramer-Tisdall® verfahren. 


1 Bertrand und Perietzeanu, zit. nach Ber. d. Physiol. 48, 635. 
2 Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 48, 223, 1921. 
3 Ebendaselbst. 
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Versuch 1. 1cem Puppenblut wurde in einen 25 ccm Wasser und 
1 Tropfen Octylalkohol enthaltenden 50-cem-Kolben gegeben, 13 ccm 
12% ige Trichloressigsiure hinzugefiigt und zu 50 ccm mit Wasser auf- 
gefiillt. Nach dem Abzentrifugieren des EiweiBkoagulums wurden 35 cem 
der Fliissigkeit zur Trockne eingedampft und in 0,1 cem n HCl aufgenommen 
und zu 10cem mit Wasser aufgefiillt. 

Von dieser Fliissigkeit wurde fiir die Kaliumbestimmung genommen: 

a) Drei Bestimmungen von je 0,2cem der salzsauren Lésung, also 
entsprechend 0,014ccm Blut. Alle drei Bestimmungen stimmen sehr gut 
untereinander iiberein (s. Tabelle II). Sie ergaben: 0,019, 0,020 und 0,019 mg 
Kalium in der verwendeten Menge. Auf 100ccm Blut berechnet, ergibt 
das 142 mg, was mit den Bestimmungen nach der Veraschung gut iiber- 
einstimmt. 

b) Zwei Bestimmungen von je 1 ccm der salzsauren Fliissigkeit, also 
entsprechend 0,07 cem Blut. Ergebnis: 180 und 181 mg K pro 100 cem Blut. 

c) Zwei Bestimmungen in je 2ccem der salzsauren Lésung, also ent- 
sprechend 0,14ccm Blut. Ergebnis: 249 und 259mg K in 100 cem Blut. 

Versuch 2. 10ccm Blut von Sphynx pinastri, Maénnchenpuppen, in 
einen 25cem Wasser und 1 Tropfen Octylalkohol enthaltenden 50-cem- 
Kolben, hierzu 13 cem 12 °%ige Trichloressigsiure hinzugefiigt, zu 50 cem 
mit Wasser aufgefiillt. Nach dem Abzentrifugieren des EiweiSkoagulums 
wurden 35cem der Fliissigkeit eingedampft und der Riickstand in n/10 
HCl gelést und mit n/10 HCl zu 10 cem aufgefiillt. 


Tabelle II. 


Kaliumbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut nach EnteiweiBung 
des Blutes nach (ler Methode von Kramer-Tisdall. 


Bs 





Gefuns K auf 


Die zur Enteiweifsung ver- In wieviel der salzsauren 5 on 
Datum | ee, wendete Blutmenge und Art der Lésung bzw. Blut das degas = 
— Verarbeitung Kalium bestimmt wurde tie ae 


1927 | 


17.V. Nicht 1cem Blut in 25cem H,O | ccm der 


notiert + 1 Tropfen Octylalkohol . = ccm Blut 





+ 13ccem 12% ig. Trichlor- | 1, 0.019 135 
essigsiure zu 50ccem mit 9 | 02 = 0.014 0.020 142 
H,O aufgefillt, dann zen- 3 | 0.019 135 
trifugiert. 35 ccm der ent- ae 
eiweibten Flissigkeit ein- Hy 1 — 0.07 Her of 
gedampft, in 0,.lccemnHCl ™ ates 
aufgenommen u. zu 10 cem +} 9 “s— { 0,349 249 
mit H,O aufgefillt 2. et | 0,863 259 
6. VI. o 10ccm Blut in 25cem H,0 1. 0,329 235 
+ 1 Tropfen Octylalkohol 2. 0,337 240 
+ 13 ecm 12%ig. Trichlor- 3. — id 
essigsaure zu 50cem mit 4. oe 331 236 
H,0 aufgefillt. Nach Ab- | 5.¢ 0,14 0.335 239 
zentrifugieren 35ccm der 6. 0,320 228 
enteiweiBten Flissigkeit ein- 7. 0,321 229 
gedampft und Riickstand in| 8. 0,332 237 





n/10 HCl gelést und mit aos a\. | ORK 
n/10 HCl zu 10cem auf- Mittel (8): 235 
gefallt 
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In acht Proben von je 0,2.cem dieser salzsauren Lésung, also ent- 
sprechend einer Menge Blut von 0,14ccm, wurde das Kalium bestimmt. 
Die Resultate betragen 228 bis 240 mg K pro 100 ccm, im Mittel 235 mg 
pro 100cem Blut, also viel mehr K, als nach Veraschung gefunden worden ist. 


Wenn man die Tabelle II betrachtet, so sieht man, daB die gefundene 
Menge K pro 100 ccm immer gréBer wird, in je mehr Blut man das K 
bestimmt hat. Das zeigt, dab im enteiweiBten Puppenblut vermutlich 
Stoffe zugegen sind, die die Bestimmung falschen. 


3. Bestimmung des Calciums. 


a) Nach Veraschung des Blutes. Die Bestimmung des Calciums 
erfolgte nach de Waard' in der Modifikation von Remesow? und von 
Kleinmann®. 


2ccm Blut wurden in einem Platintiegel mit 1 Tropfen konzentrierter 
HCl auf dem Wasserbad verdampft und im Trockenschrank bei 110° ge- 
trocknet, dann vorsichtig verkohlt, bis keine Dampfe mehr aufsteigen, und 
dann verascht. Nach Erkalten wurde die Asche in verdiinnter Salzséiure 
gelést und die Lésung mit einer spitz ausgezogenen Pipette mit Gummi- 
kappe in ein spitz endendes Zentrifugenglas tibergefiihrt und einigemal 
nachgewaschen, aber immer nur mit einigen Tropfen, so da héchstens 
lecem salzsaure Lésung vorhanden war. 

Diese salzsaure Lésung wurde zu 5cem mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt und in ein Wasserbad von 70° gestellt. Nun wurden hinzugefiigt : 
2cem gesittigte Oxalsiure, 1 Tropfen Methylorange, Ammoniak bis zum 
Umschlag, dann Eisessig bis zum Umschlag in Rosa, schlieBlich 6 cem 
gesittigte Ammoniumoxalatlésung. Die Zentrifugenréhrechen wurden 
nun 10 bis 15 Minuten im Wasserbad gelassen, dann abgekiihlt und zentri- 
fugiert. Die Fliissigkeit wurde an der Wasserstrahlpumpe bei ganz schwachem 
Druck mittels eines Réhrchens abgesaugt, das in einer an der Spitze um- 
gebogenen Kapillare endigte. Der Niederschlag wurde zweimal mit je 
4 bis 5cem schwach ammoniakalischem Wasser unter Aufwirbeln des 
Niederschlags mit einem Glasstabchen gewaschen, nachher wieder abzentri- 
fugiert und die iiberstehende Fliissigkeit abgesaugt. Zum Niederschlag 
wurden nun 0,3 cem H,SO, (1: 2) zugesetzt. Dann kamen die Réhrchen 
in ein Wasserbad von 50° und die warmen Réhrchen wurden nun mit n/100 
Kaliumpermanganat titriert. 


Die Resultate sind in Tabelle III enthalten. Die Menge des Calciums 
pro 100ccem Blut von Sphynx pinastri-Puppen betragt im Durch- 
schnitt (aus zehn Bestimmungen) 31mg. Das Calcium ist also im 
Sphynx pinastri-Puppenblut in einer molaren Konzentration von 
0,007 Mol. Das Sphynx pinastri-Puppenblut enthalt dreimal soviel 
Calcium als das Blutplasma des menschlichen Blutes. 


1 De Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
2 Remesow, ebendaselbst 168, 239, 1926. 
3 Vgl. Kleinmann, ebendaselbst 196, 98, 1928. 
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Tabelle III. 


Calciumbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut nach der Methode 
von de Waard in der Modifikation Remesow-Kleinmann. Nach Veraschung 
des Blutes. 





Blutmenge |me Celcium. die Calcium 
fiir je eine Art der - auf 
Datum ss der Bestim- Geschlecht Verarbeitung pee wa eg 100 «em 
uppen mung des Blutes wendeten uts Blut 
menge gefunden 

1927 ccm wurden mg 
21. VI. Blut von 24 2 g Veraschung 0,667 33,3 
Puppen fiir im Platin- 0,617 30,8 

3 Bestim- tiegel mit 0,600 30,0 

mungen 1 Tropfen 
konz. HCl 

23. VI. 25 Puppen 2 g Ebenso 0,594 29,7 
0,592 29.6 

0,606 30,3 

25. VI. 30 Puppen 2 rou Ebenso 0,618 30.9 
(etwas fort- 0,666 33,3 

geschrittener 0,620 81,0 

als die 9) 0,628 31,4 

Durchschnitt: 31,0 

Grenzen: 29,6 
33,3 


Molaritat: | 0,007 


Es ist kein Unterschied xawischen miannlichen und weiblichen 
Puppen. 

b) Die Bestimmung des Calciums im enteiweiBten Blute wurde 
nach der Methode von Kramer-Tisdall! vorgenommen. 


7ccm Blut (gewonnen aus 19 weiblichen Sphynx pinastri-Puppen) in 
einen 25 cem destilliertes Wasser und 2 Tropfen Octylalkohol enthaltenden 
50-cem-Kolben. Hierzu 13 cem 12 °%ige Trichloressigsiure und zu 50 cem 
mit Wasser aufgefiillt, dann zentrifugiert. ; 

35 ccm der enteiweiBten Fliissigkeit eingedampft und der Riickstand 
in n/10 HCl gelést und mit n/10 HCl zu 10 ccm aufgefiillt. Da sich nicht 
alles léste, wurde zentrifugiert. 

Von dieser salzsauren Lésung wurden je 4 ccm in ein Zentrifugenglas 
gegeben und darin das Calcium nach der Methode von Kramer-Tisdall 
gefallt. 


Von der abgesaugten Fliissigkeit wurden 5 ccm fiir die Magnesium- 
bestimmung (s. weiter unten) verwendet. 


Der nach Absaugen der Magnesium enthaltenden Fliissigkeit iibrig- 
gebliebene Niederschlag wurde nach der Vorschrift von Kramer-Tisdall 
dreimal mit 2% Ammoniak gewaschen, zentrifugiert, in 2 ccm n Schwefel- 
séure gelést, mit n/100 Kaliumpermanganat titriert. 
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Die beiden Bestimmungen ergaben 22,4 und 23,1 mg Calcium in 
100 cem Sphynx pinastri-Puppenblut, also 22,75 mg Ca pro 100 ccm 
Sphynx pinastri-Puppenblut im Durchschnitt. 

Da die Bestimmung des Ca im veraschten Blute und im ent- 
eiweiBten Blute nach verschiedenen Methoden vorgenommen worden 
war, so konnte vielleicht der groBe Unterschied in der gefundenen 
Ca-Menge durch die verschiedene Methode der Bestimmung bedingt 
sein und so wurde als Kontrolle das Ca auch im veraschten Blute nach 
Kramer. Tisdall bestimmt. 

Es wurden zwei Bestimmungen von je 2cem Blut gemacht. Das 
Blut wurde im Platintiegel ohne Zusatz auf dem Wasserbad verdampft, 
im Trockenschrank bei 105 bis 110° getrocknet, dann vorsichtig verkohlt, 
bis keine Dampfe mehr aufsteigen, dann weiter erhitzt bis zur vollstandigen 
Veraschung. Die Asche wurde nach Erkalten in je 4cem n/10 HCl gelést. 
In dieser salzsauren Lésung wurde das Ca nach Kramer-Tisdall mit 
Ammoniumoxalat und Natriumacetat gefallt und nach Vorschrift ge- 
waschen und weiter behandelt. 

Diese Bestimmungen ergaben: 21,0 und 21,5 mg Ca pro 100 ccm 
Sphynx pinastri-Puppenblut. 


Tabelle IV. 


Caleciumbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut nach Kramer-Tisdall. 





Blutmenge Ge Gefuns Ca auf 


Datum Anzahl der “wage Art der Verarbeitung 
fiir je eine ttt | | donee Ca |100 ccm Blut 
1928 Puppen Bestimmung schlecht des Blutes on pa 
19. VI. 9 Je 2cem 2 Veraschung im 0,420 | 21,0 
Platintiegel ohne Zu-| 0,430 21,5 


satz und Lésung der 
Asche in 4cem 


n/10 HCl 
19. IV. Entsprechend, @ EnteiweiBung mit | 0,450 22,5 
einer Menge Trichloressigsiure 0,464 23,1 
von 1,96 ccm nach Kramer- 
Blut Tisdall 


Diese Bestimmungen stimmen also mit den nach derselben Methode 
gemachten Ca-Bestimmungen im enteiweiBten Puppenblut tiberein. 

Die beiden Methoden von de Waard und Kramer-Tisdall geben 
also fiir das Puppenblut ganz verschiedene Resultate. Es ist aber 
anzunehmen, daB die Methode de Waard, in der Modifikation Remesow- 
Kleinmann, im Puppenblut die richtigeren Resultate gibt als die Methode 
der Calciumbestimmung von Kramer-Tisdall, die speziell fiir das 
Menschenblut ausgearbeitet ist. 


Jedenfalls geht aber hervor, daB dieselbe Menge Ca im enteiweiften 
wie im veraschten Blute zu sein scheint. 
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4. Bestimmung des Magnesiums. 


Das Magnesium wurde nach der Methode von Kramer-Tisdall' 
kolorimetrisch bestimmt. 


a) Magnesiumbestimmung nach Veraschung des Blutes. 


0,5 cem Blut wurden ohne Zusatz im Platintiegel auf dem Wasserbad 
verdampft, im Trockenschrank bei 110° getrocknet und dann vorsichtig 
verkohlt, bis keine Diampfe mehr aufsteigen, und dann nach Sfolte weiter 
verascht. Die Asche wurde nach Erkalten in 4 cem n/10 HCl gelést. Sodann 
wurden zur Ausfallung des Calciums 2ccm Natriumacetat und 1 cem 
Ammoniumoxalat hinzugefiigt und nach 1 Stunde lecem destilliertes 
Wasser. Dann wurde zentrifugiert und die Fliissigkeit iiber dem Nieder- 
schlag abgesaugt. In 5ccem dieser Fliissigkeit wurde das Magnesium als 
Magnesiumammoniumphosphat nach der Methode von Kramer-Tisdall 
(Zusatz von 1lcem Ammoniumphosphat und 2ccem_ konzentriertes 
Ammoniak) in einem kleinen Becherglas gefallt. Am néchsten Tage wurde 
der Niederschlag durch einen Goochtiegel filtriert und nach der von Kramer- 
Tisdall angegebenen Vorschrift gewaschen. Der Goochtiegel wurde in das 
Becherglas zuriickgegeben und im Trockenschrank bei 80° getrocknet. 
Nach dem Erkalten wurden 10 cem n/100 HCl in den Goochtiegel gebracht. 
Am nachsten Morgen wurde der ganze Inhalt aus dem Goochtiegel und 
Becherglas in ein Zentrifugenglischen gebracht und zentifugiert. Die 
Fliissigkeit tiber dem Asbest wurde nun in ein anderes Réhrchen abgegossen 
und in leem dieser Fliissigkeit wurde das Magnesium kolorimetrisch 
bestimmt. Es wurden hierzu kleine Glasr6hrchen mit! flachem Boden 
benutzt, die eine Marke fiir 10 cem tragen. In diese Réhrchen wurden zuerst 
2cem Eisenthiocyaratlésung gegeben, die 1 Stunde vor Gebrauch aus 
5eem 0,3°%ige Ammoniumrhodanatlésung und icem 0,3°% ige Ferri- 
chloridlésung gemischt und auf 40 ccm mit destilliertem Wasser verdiinnt 
worden war. Zu den 2cem Eisenthiocyanatlésung wurde lccm der zu 
untersuchenden Lésung hinzugefiigt und bis zur Marke mit n/100 HCl 
aufgefiillt und mit einem Glasstaébchen gemischt. Nun wurde die Farbe 
mit der einer Reihe von Réhrchen verglichen, die um die gleiche Zeit und 
in der gleichen Weise bereitet worden waren, mit dem Unterschied, daB8 
sie an Stelle der unbekannten Lésung verschiedene Mengen (0,5 bis 4 cem) 
einer Standardlésung von Magnesiumammoniumphosphat (1 cemr = 0,01 mg 
Mg) enthielten. Die Farben wurden mit freiem Auge gegen einen weiben 
Untergrund verglichen, indem man von oben durch die Fliissigkeitsséule 
auf eine weiBe Unterlage hindurchsah. 


Es wurden zwei Serien von Bestimmungen ausgefiihrt : 


Versuch 1. Aus dem aus neun mannlichen Puppen gewonnenen, zu- 
sammengemischten Blute (3cem) wurden vier Bestimmungen von je 
0,5cem Blut gemacht. Wie aus Tabelle V zu sehen ist, ergaben drei Be- 
stimmungen 56 mg Mg auf 100 ccm Blut und eine ergab 72 mg pro 100 cem 
Blut. 


Versuch 2. Sieben weibliche Puppen ergaben 3ccm Blut. Dieses 
wurde gut durchgemischt und es wurden daraus fiinf Bestimmungen von 
je 0,5cem Blut gemacht. Sie ergaben alle 56mg Mg pro 100 ccm Blut. 


1 Kramer und Tisdall, |. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 211. 4 
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Tabelle V. 


Magnesiumbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut nach der Methode 
von Kramer-Tisdall im veraschten Blute. 





Jere Gefundenes Mg auf 
Rees | a rag oa Geschlecht “ae Mg 100ccm Blut 
1928 —- Bestimmung des Blutes mg mg 
16. II. fou 56 
Blut aus meh- 56 
reren Puppen 56 
gemischt 72 


diente zu 
diesen vierBe- 


stimmungen 
24. II. Q 56 
Blut aus meh- 56 
reren Puppen 56 
gemischt 56 
diente zu 56 
diesen fiinfBe- 
stimmupgen 
Resultat : 56 (8) 
72 (1) 
Molaritit : 0,023 


Es sind also keine Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen 
in bezug auf den Magnesiumgehalt. Da von neun Bestimmungen acht 
den Wert von 56 mg pro 100 ccm und nur eine 72 mg ergeben haben, 
so ist wohl 56 mg Mg pro 100 cem Sphynx pinastri-Puppenblut als die 
Durchschnittszah] anzunehmen. Das Magnesium ist also im Puppenblut 
in einer Konzentration von 0,022 Mol, also 14mal soviel als im Menschen- 


blut. 

b) Magnesiumbestimmung im enteiweiBten Puppenblut. Das Blut 
wurde mit Trichloressigsiure nach der Methode von Kramer-Tisdall 
enteiweiBt. 

7cem Blut wurden in einen 25 cem destilliertes Wasser und 2 Tropfen 
Octylalkohol enthaltenden 50-cem-MeBkolben gegeben, 13ccm 12 °oige 
Trichloressigsiure hinzugefiigt und auf 50ccm mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt, zentrifugiert. 35 ccm der enteiweiSten Fliissigkeit eingedampft 
und der Riickstand in n/10 HCl gelést und mit n/10 HCl auf 10 cem auf- 
gefiillt. Es léste sich nicht alles, daher wurde zentrifugiert. Von dieser 
salzsauren Lésung wurden je 4ccm in ein Zentrifugenglas gegeben und 
darin das Calcium nach Kramer-Tisdall ausgefallt. Die Fliissigkeit iiber 
dem Niederschlag wurde abgesaugt und 5ccm dieser Fliissigkeit wurden 
fiir die Magnesiumbestimmung verwendet. Der Niederschlag wurde fiir 
die Calciumbestimmung verwendet (s. 8. 47). Die 5cem der magnesium- 
haltigen Fliissigkeit kamen in ein 30ccm fassendes Becherglas und es 
wurde darin das Magnesium als Magnesiumammoniumphosphat gefiallt. 
Am nachsten Tage wurde der Niederschlag durch einen Goochtiegel filtriert 
und gewaschen. Dann der Goochtiegel in das Becherglas zuriickgegeben. 
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im Trockenschrank bei 80° getrocknet und nach Erkalten mit 10 ccm 
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n/100 HCl versetzt. Am nichsten Tage wurde der Inhalt des Goochtiegels 
und Becherglases zentrifugiert und in 0,3.ccm der abgegossenen Lésung 
das Magnesium kolorimetrisch bestimmt, in der gleichen Weise wie beim 
veraschten Blute. 

Beide Bestimmungen ergaben 72 mg Mg pro 100 cem Blut. 

Der Versuch wurde mit mannlichem Puppenblut wiederholt und 
gab vollkommen iibereinstimmende Resultate von 72mg Mg _ pro 
100 cem Blut in beiden Bestimmungen. 

Es ist also kein Unterschied in der Magnesiummenge im veraschten 
und enteiweiBten Blute. 

Tabelle VI. 
Magnesiumbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut im enteiweiSten 
Blute nach Kramer-Tisdall. 





Blutmenge Art der Vers Gefundenes Mg auf 
Datum ages oe fiir je eine Geschlecht arbeitung Mg 100 cem Blut 
1928 ppe Bestimmung des Blutes mg mg 


72 


rou 72 


72 


5. Bestimmung des Chlors. 
Das Chlor wurde im veraschten Puppenblut nach V olhard bestimmt. 


2cem Blut wurden mit 0,5 g Na,CO, und etwas Kaliumnitrat (mat 
Ausnahme der ersten Versuchsserie wurde in allen spateren Versuchen 
auch das Kaliumnitrat genau abgewogen, und zwar 0,5 g¢ hinzugegeben), 
im Porzellantiegel auf dem Wasserbad verdampft, dann auf dem Sandbad 
sehr lange getrocknet, dann vorsichtig mit kleiner Flamme verascht. Nach 
Erkalten wurde in Salpeterséiure gelést und die salpetersaure Lésung in 
ein 25-cem-Kélbchen iibergefiihrt. Es wurde nun aus der Biirette 1 cem 
0,05 n Silbernitrat hinzugefiigt. Der Kolben wurde nun an der Flamme 
etwas erwarmt, damit die Flocken sich etwas zusammenballen. Dann 
wurde auf 25 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Dann wurde filtriert 
und 20 ccm des Filtrats wurden in ein Becherglas gegeben, mit Indikator 
versetzt und mit 0,05n Ammoniumrhodanid bis zur ersten Rosafarbung 
titriert. 

Es wurde auch der Chlorgehalt der Soda bestimmt, sowie auch des 
Kaliumnitrats. Der Chlorgehalt der Soda betrug 0.14184 mg Cl in 0,5 2 
Soda und 0,5 g Kaliumnitrat hatten einen Chlorgehalt entsprechend 0,01 cem 
Silbernitrat. Der Chlorgehalt der Soda und des Silbernitrats wurde von 
dem bei der Bestimmung des Puppenblutes erhaltenen Werte abgezogen. 

Es wurden zwei Serien von Bestimmungen ausgefiihrt : 

Blut von mannlichen Puppen von Sphynx pinastri. 4ccm Blut, ge- 
wonnen aus 18 Puppen, wurden gut durchgemischt und fiir zwei Be- 
stimmungen von je 2cem Blut verwendet. 

Blut von weiblichen Puppen von Sphynx pinastri. 8cem Blut, ge- 
wonnen aus 40 Puppen, gut durchgemischt, dienten fiir vier Bestimmungen 
von je 2cem Blut. 


4* 
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Die Resultate sind in Tabelle VII zusammengestellt. 

Es scheint, als ob Unterschiede im Chlorgehalt zwischen mannlichen 
und weiblichen Puppen bestehen wiirden, und zwar ist der Chlorgehalt 
der mannlichen Puppen etwas héher als der der weiblichen Puppen 


Tabelle VII. 


Chlorbestimmung im Sphynx pinastri-Puppenblut. Bestimmung nach 
Volhard im veraschten Puppenblut. Titriert mit n/20 Lésungen. 








' | ago yey Chlor auf 
Jatum | lir je eine Ges Art der Vers enes 100 ccm 
Anzahl der Puppen Bestimmung schlecht exboltung des Blutes Chlor Blut 
1927 || ccm | mg mg 
16. VII. 18 Puppen (zieml. 2 ro 2cem Blut + = 1,241 62,0 
fortgeschritten ) 05g Soda + 1,259 62.9 
ergaben 4 ccm etwas Kalium- 
Blut fair 2 Be- nitrat im Por- 
stimmungen zellantiegel 
verascht 
16. VII.| 40 Puppen er- 2 2 Ebenso 1,170 58,5 
gaben 8 ccm Blut 1,170 58,5 
fir 4 Bestim- 1,152 57,6 
mungen a 2 ccm 1,152 57,6 
Durchschnitt aller Bestimmungen: 59.5 
Molaritat : 0,016 


(7% Unterschied zwischen dem Durchschnittswert der Bestimmungen 
im mannlichen und dem Durchschnittswert der Bestimmungen im 
weiblichen Bhite gegentiber 1,5°%, Unterschied zwischen den Be- 
stimmungen im Blute der mannlichen Puppen untereinander und 
der Weibchenpuppen untereinander), aber diese Frage wurde zuniichst 
nicht weiter verfolgt. 

Der Durchschnitt aller Bestimmungen (Mannchen und Weibchen 
zusammengerechnet) ist 59,5 mg pro 100 cem Sphynx pinastri-Puppen- 
blut. Das Chlor im Puppenblut von Sphynx pinastri ist also in einer 
Konzentration von 0,016 Mol. Im Puppenblut von Sphynx pinastri 
ist also viel weniger Chlor als im Menschenblut. Im menschlichen 
Blutserum ist sechsmal soviel Chlor als im Puppenblut ; mit dem Gesamt- 
blut des Menschen verglichen, ist im Menschenblut viermal soviel Chlor 
als im Puppenblut. 


6. Bestimmung des Gesamtphosphors. 
Der Gesamtphosphor wurde gravimetrisch nach Lieb! bestimmt. 


0,5cem Blut wurden mit 2g Schmelze einer Mischung von Na,CO, 
und KNO, im Verhiltnis 1:1 im Porzellantiegel auf dem Wasserbad 
verdampft, dann im Trockenschrank getrocknet, dann vorsichtig verascht. 


1 Lieb, aus Rona, Fermentmethoden. Berlin, Julius Springer, 1926. 











ye 


Be 


Pw 


eiw 


Em 


Pup 
5°% 
24¢ 
H,C€ 
Was 
Na ( 
dest: 
geno 
Stry 











on 
n- 
er 
ri 
on 
it - 
or 





ns 


ae oe 


a PERI Te tS TO 








Anorganische Bestandteile des Schmetterlingspuppenblutes. 53 


Nach Erkalten wurde in Salpeterséure gelést und weiter genau nach der 
Vorschrift von Lieb verfahren. Statt der Preglréhrchen wurden Réhrchen 
mit poréser Glasplatte benutzt und diese mit Asbest beschickt '. 

Es wurden zwei Serien von je vier Bestimmungen gemacht : 

1. Blut von sechs Sphynx pinastri-Puppen gut durchgemischt und 
daraus vier Bestimmungen von je 0,5ccm Blut gewonnen. 

2. Blut von mehreren Puppen (Geschlecht nicht notiert) zusammen- 
gemischt und fiir vier Bestimmungen von je 0,5ccm Blut verwendet. 


Die Resultate sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 


Bestimmung des Gesamtphosphors im Sphynx pinastri-Puppenblut. 
Bestimmung nach Lieb. 





Blutmenge P auf 


Datum || Anzahl fir je eine Art der Vers Gefuns 100 com 
H — ie Bestimmung Geschlecht arbeitung des Blutes coger P Blut 
1927 || Ppe ccm mg mg 
15. I. 0,5 2 0,5cem Blut 1,079 | 215,8 
+2g Schmelze 1,112 222.4 
im Porzellan- 1,129 225.8 
tiegel verascht 1,084 | 216,8 
0.5 Nicht notiert, Ebenso 0,98 196 
aber im Protokoll- 0,99 198 
buch ist der Ver- 1,01 202 
such als , Wieder- 0,95 180 
holung* be- 
zeichnet 
Durchschnitt: | 207 


Die Menge des Gesamtphosphors im Blute von Sphynx pinastri- 
Puppen betragt im Durchschnitt 207 mg pro 100 ccm Bhut. 


7. Bestimmung des anorganischen Phosphors. 


Das Puppenblut von Sphynx pinastri wurde nach Schenk ent- 
eiweiBt und im enteiweiBten Blute der anorganische Phosphor nach 
Embden® gravimetrisch bestimmt. 


1. Versuchsserie. 5ccem klares Blut (gewonnen aus 14 mannlichen 
Puppen) plus 5cem H,O plus 10cem 2% ige HCl-Lésung plus 10 ecm 
5°,ige Sublimatlésung. Am niachsten Tage durch Nutsche filtriert. In 
24ccem des Filtrats H,S eingeleitet, filtriert. Niederschlag einigemal mit 
H,O gewaschen und Waschwasser und Filtrat vereinigt. Im Filtrat plus 
Waschwasser Luft durchgeleitet zur Vertreibung des H,S. Dann mit 
NaOH versetzt bis zur schwach sauren Reaktion; auf 400ccem mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt und davon je 60 cem fiir je eine Bestimmung 
genommen also entsprechend 0,6cem Blut und nach Embden mit dem 
Strychninmolybdatreagens gefillt. Nach 50 Minuten durch einen Gooch- 


1 Rona und Iwasaki, diese Zeitschr. 174, 293, 1926. 
2 Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 138, 1921. 
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tiegel filtriert und nach Vorschrift gewaschen, im Trockenschrank ge- 
trocknet und bis zur Konstanz gewogen. Vier Bestimmmungen. 

Resultat s. Tabelle IX. 

2. Versuchsserie. Weibliche Puppen. 5cem Blut (aus 12 Puppen) 
nach Schenk enteiweiBt. Am nachsten Tage abgenutscht. In 24 cem des 
Filtrats H,S eingeleitet; filtriert. In 18 cem des Filtrats Luft durchgeleitet 
zur Entfernung des H,S. Dann mit NaOH versetzt bis zur schwach sauren 
Reaktion und in einen 100-cem-MeBkolben gegeben und die GefaBe, Trichter 
mit destilliertem Wasser nachgewaschen, so da8 zum SchluB 90 ccm 
Versuchslésung vorhanden sind. Davon je 27cem, also entsprechend 
0,.9cem Blut, fiir eine Bestimmung verwendet und nach Embden fiir die 
Bestimmung des anorganischen Phosphats weiter verfahren. Drei Be- 
stimmungen. 


Resultat s. Tabelle TX. 
Tabelle IX. 


Bestimmung des anorganischen Phosphors nach Embden im Sphynx pinastri- 





Puppenblut. 
333 Welcher Menge ; 
Beas Blut die Flissige Gewicht) Gor...  Anorg. P 
223 | & Die zur EnteiweiBung verwendete keitsmengeent- —_ des roomed Pe 100 cem 
2 5 Gy s Blutmenge und Art der sprach, in der Nieders anorg. P Blut 
2e> | @ Verarbeitung die Bestimmung schlags 
Az 26 gemacht wurde 
ev com g mg mg 
I co 5cem Blut + 5cem H,O 0.6 0,03884 1.043 72 
28. IIT. +10cem 2% igen HCl + 0,03880 2.048 71 
1928 10cem 5%igen Sublimats. 0,0382 3.043 72 
24cem d. Filtrats zu400cem, 0.0378 4.043 71 
davon 60 cem — 0,6 cem Blut 
fiir je eine Bestimmung 
lI Q 5cem Blut + 5cem H,O 0,9 0,0608 1. 0,68 76 
24. V. + 10cem 2%igen HCl + 0,0599 2.0.67 75 
1928 10cem 5%igen Sublimats. 0,0610 3. 0,69 76 
24cem des Filtrats, HS 
eingeleitet, filtriert. 18 ¢cm 
des Filtrats nach Luftdurch- 
leitung und Neutralisierung 
mit NaOH bis zur schwach 
sauren Reaktion zu 90 ccm 
aufgefillt und davon 27 cem 
= 0,9 cem Blut fir eine 
Bestimmung verwendet 
Il co Genau wie Versuch II mit 0,9 0,0535 1. 0,60 66 
30. V. folgendem Unterschied: Zur 0,0538 2.061 67 
1928 Enteiweibung iiber Nacht 0.0536 3. 0,60 66 
im Kisschrank. Reagens mit 
Salpetersiure ,zur Analyse“ | 
bereitet 
IV Q Genau wie bei Versuch III 0,9 0,0523 | 1: 0,59 65,5 
4. VI. 0,0525 2.0.59 65,5 
1928 0,0525 3.059 65,5 
Durchschnitt aus II] und IV: | 66 


Molaritat : 0,02 
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3. Versuchsserie. Mannliche Puppen. 5ccm Blut (aus 12 Puppen) 
nach Schenk enteiweiBt und iiber Nacht in den Eiskasten gestellt. Am 
nachsten Tage abgenutscht und ganz genau so verfahren wie bei Versuch 2. 
Diesmal wurde das Strychninmolybdatreagens mit Salpeterséure ,,zu 
Analyse“ bereitet. Drei Bestimmungen. 

Resultat s. Tabelle IX. 

4. Versuchsserie. Weibliche Puppen. 5eccm Blut aus zehn Puppen 
nach Schenk enteiweiBt und der anorganische Phosphor nach Embden 
bestimmt. Ganz genau so verfahren wie bei Versuch 3. 

Resultat s. Tabelle LX. 

Da nur bei den Versuchen 3 und 4 Salpeterséiure zur Analyse benutzt 
worden ist, so diirften die Resultate dieser Bestimmungen die richtigeren sein. 
Sie sind alle sehr gut tibereinstimmend. 

Kein Untersehied zwischen Mannchen und Weibchen. 

Im Durchschnitt sind 66 mg anorganischer Phosphor pro 100 ccm 
Sphynx pinastri-Puppenblut. Die molare Konzentration ist also 0,02 mol. 


8. Ergebnisse. 
Im Puppenblut von Sphynx pinastri ist Natrium in so geringer 
Menge vorhanden, daB im wasserigen Aschenauszug von 1 ccm Blut, 
nach der Methode von Kramer-Tisdall in der Modifikation von Balint, 


Tabe lle . # 


Anorganische Bestandteile im Sphynx pinastri-Puppenblut. 





Na K Ca Mg Cl Ges.-P Anorg. P S 


mg auf 100 ccm Blut 





Veraschung Enteiweibung 

nach nach 
‘ramere 5 Je Waard ~ na 
"Tiedall H grease Modihk. ; avener _ i pre —_. et eet 
Modifik. || Tisdall | Remesow- Tisdall s " Benedict 
Balint | Kleinmann 
,2 9 {1403 (33,3 56 o | 62,0 215.8 66 oz 
SE \187,0 2 {30,8 of (56 ~ (69,9 9 {o99'4 ot (67 = 
os {108.0 30.0 56 58,5 225.8 66 ~ 3 
“S liso azz le _ foes lies 655 ws 
s° g |1532 9 1506 56 |? 157.6 196 9 l65'5 23 
2 1135,0 130.8 [56 57.6, J198 65.5 BE 
Ess 2 117,2 30.9 2 (56 * 202 ™ 3 
zeo~ ¢ 1180 _, }333 |56 180 2 & 
ity (152.6 31,0 56 fe 
2S | 2 (1216 31,4 SS 
“Se |” l149)2 “o 
-. 2 146,0 = » 
> 2 {149,2 bo:= 
eS =| 1135.2 b 
AE {150,0 > 

\174,6 = 


Durchschn. 137.8 31.0 56 59.5 207 66 


56 L. Brecher: 


mit dem Kaliumpyroantimoniatreagens kein Niederschlag entstand, 
so daB das Natrium nicht bestimmt werden konnte. Da bei dieser 
Methode das Kalium stért, wenn es in gréBerer Menge als das Natrium 
vorhanden ist, so schien es zwecklos, gréBere Mengen von Blut fiir 
die Bestimmung des Natriums zu nehmen. 

Dagegen ist Kalium in groBer Menge im Puppenblut von Sphynx 
pinastri vorhanden, 137,8 mg pro 100 cem im Durchschnitt, oder !/,, Mol. 


Calcium ist ebenfalls ziemlich viel im Puppenblut von Sphynx 
pinastri vorhanden, 31 mg pro 100 cem, im Durchschnitt also 3/,3. Mol, 
und sehr viel Magnesium: 56 mg pro 100 cem, also 1/,; Mol. 

Von den Anionen ist Chlor in sehr geringer Menge, 59,5 mg pro 
100 cem Blut, vorhanden, also ! 4, Mol, dagegen sehr viel Phosphor: 
66 mg anorganischer Phosphor pro 100 cem Blut, also !/,, Mol. Der 
Gesamtphosphor betrigt 207 mg pro 100 ccm Blut. 

In Aquivalenten umgerechnet (s. Tabelle XI) haben wir 0,096 Basen- 
aquivalente auf 0,046 Saureaquivalente, was einen BaseniiberschuS 
von 0,050 Grammaquivalente pro Liter ergibt. Carbonat ist nach 
friiheren Untersuchungen an Pieris brassicae’ in auBerst geringer 
Menge vorhanden. Sulfat wurde nach der Methode von Loeb und 
Benedict? im mit Pikrinséure enteiweiBten Blute zu bestimmen versucht. 
Doch war die Triibung (Bariumsulfatniederschlag) so gering, daB 
zunachst auf die Bestimmung des Sulfats verzichtet wurde. 


Auch im Menschenblut ist ein BaseniiberschuB, und es ist die 
Annahme gemacht worden’, daB sie an organische Sauren, Aminosauren, 
Proteine gebunden sind. Auch fiir das Puppenblut diirften wohl 
organische Siuren, Aminoséuren, die nach den Befunden von Bishop* 
am Bienenblut, im Insektenblut in groBer Menge vorhanden sind, fiir 
die Bindung des Baseniiberschusses in Betracht kommen. 


Die Blutzusammensetzung des Sphynx pinastri-Puppenblutes ist 
von dem des Wirbeltierblutes (z. B. Menschenblut) ganz verschieden. 
Vergleicht man mit dem Serum des Menschenblutes, so ist hier Natrium 
in tiberwiegender Menge. wihrend im Puppenblut von Sphynx pinastri 
nur ganz wenig Na vorhanden ist. Dagegen ist im Puppenblut siebenmal 
soviel Kalium als im menschlichen Serum. Wenn man mit dem Gesamt- 
blut vergleicht, so ist Kalium in ungefahr der gleichen Menge wie im 
Puppenblut vorhanden; im Menschenblut ist etwas mehr. Calcium ist 
im Puppenblut (Sphynx pinastri) dreimal soviel als im menschlichen 


1 Brecher, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 2, 691, 1925. 

2 Loeb und Benedict, Journ. of clin. investig. 4, 33, 1927. 

3 Vgl. Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 58, 239, 1922. 

* Bishop, Briggs und Ronzoni, Journ. of Biol. Chem. 66, 77, 1925. 
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Serum, Magnesium 22mal soviel als im menschlichen Serum. Chlor 
ist nur ein Sechstel von der im menschlichen Serum vorhandenen Menge. 


Anorganischer Phosphor ist im Sphynx pinastri Puppenblute 
16mal so viel als im Menschenblut (Gesamtblut). 


Gesamtphosphor ist 5 mal so viel als im menschlichen Gesamtblut. 


In der Tabelle XII sind auch die Werte fiir das menschliche Gesamt- 
blut angegeben. Ferner enthilt diese Tabelle auch die fiir die Pieris 
brassicae -Puppen (s. nachsten Abschnitt) gefundenen Werte, sowie 
auch die von Bishop! angegebenen Mengen der anorganischen Bestand- 
teile im Blute von Bienenlarven. 


Im Gegensatz zum Menschenblut, das sehr viel Natrium und sehr 
viel Chlor und Carbonat enthalt hat das Puppenblut von Sphynx 
pinastri sehr wenig Natrium, Chlor (und Carbonat*), dagegen sehr viel 
Kalium, Magnesium, Calcium und Phosphat. Wie in der friiheren Arbeit * 
hervorgehoben wurde, ist das Schmetterlingsblut ein Phosphatpuffer im 
Gegensatz zum Wirbeltierblut, das ein Carbonatpuffer ist. Das py 
des Blutes ist in der friiheren Arbeit an Pieris brassicae bestimmt 
worden. Es hat ein py 6,6, ist also im Gegensatz zum Wirbeltierblut 
schwach sauer. 


III. Verinderungen im Gehalt der anorganischen Bestandteile des Schmetter- 
lingsblutes bei der Verpuppung (Pieris brassicae). 


Die Untersuchungen tiber die Veranderungen in der Zusammen- 
setzung des Bhites an anorganischen Bestandteilen wahrend der Ver- 
puppung wurden an Pieris brassicae angestellt, da an dieser Art die 
Analyse der Farbenpassung der Puppen an ihre Umgebung gemacht 
worden war, wiahrend fiir die im vorigen Abschnitt beschriebenen 
Analysen eine Puppenart gewahlt worden war, die im Herbst und 
Winter leicht in groBen Mengen zu bekommen war und die auch ge- 
niigend groB sind und viel Blut haben, so daB es méglich war, recht 
viele Bestimmungen auszufiihren und die fiir Menschenblut aus- 
gearbeiteten Methoden in bezug auf die Mengenverhaltnisse entsprechend 
abzudndern, was eine Reihe von Vorbestimmungen erforderte. 


Bei der Untersuchung der verschiedenen Stadien vor, wahrend 
und nach der Verpuppung bei Pieris brassicae, die nur in einer Zeit 
von 3 bis 4 Wochen in jedem Jahre méglich war, konnten dann die an 
den groBen Puppen in zahlreichen Versuchen geiibten Methoden an- 


1 Bishop, l.c¢. 

* Nur an Pieris brassicae gemessen, vgl. Brecher, Zeitschr. f. vergl. 
Physiol. 2, 691, 1925. 

3 Dieselbe, ebendaselbst. 
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gewandt werden. In zwei aufeinanderfolgenden Sommern war es blo} 
mdglich, an den Pieris brassicae-Raupen und verschiedenen Verpuppungs- 
stadien, Kalium, Calcium, Magnesium, Chlor und Gesamtphosphor, 
und zwar nur wenige Bestimmungen von jedem Stadium, durch- 
zufiihren, da fiir jede Bestimmung sehr zahlreiche Raupen bzw. Puppen 
vollkommen gleichen Stadiums erforderlich sind und andererseits die 
Zeit, in der man diese Stadien zur Verfiigung hat, fiir Pieris brassicae 
nur 3 bis 4 Wochen dauert. Wie in der friiheren Arbeit! wurden vier 
Stadien unterschieden : 


1. Erwachsene Raupen nach der letzten Hautung vor der Ver- 
puppung, die noch fressen: Fressende Raupen. 


2. Raupen, die zu fressen aufgehért haben und vom Futter weg- 
wandern, um sich einen Verpuppungsort zu suchen. Sie wandern immer 
nach oben. Sie sind sehr leicht von den fressenden Raupen zu unter- 
scheiden durch den reten Darminhalt, der besonders am Enddarm rot 


Tabelle XIII. 
Kaliumbestimmung im Blute von Pieris brassicae in den verschiedenen 
Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung nach der Methode von 
Kramer-Tisdall im veraschten Blute. 





Anzahl d Blutmenge - ~ K auf 
—— ‘ates fiir je eine 32 Art der — 100 com 
Stadium erforderlichen Bestimmung O= Vyenaeees Blut 
Tiere com a oo mg mg 
Fressenae 7 Raupen 0,15 Kohle mit heiBem 0,087 58,0 
Raupen ergaben Blut fiir 0,15 Wasser extrah., 0,104 69,2 
2 Bestimmungen dann weiter nach 
Stolte verascht 
Fressende 0,15 Kbenso 0,132 88,0 
Raupen 0,15 0,140 93,0 
»Rot*- 4 Raupen 0,15 0,152 101,2 
wandernde — ergaben Blut fir 0,15 9,128 85,2 
Raupen 2 Bestimmungen 
Fixierte 9 Raupen 0,15 ” 0,177 118.0 
Raupen ergaben Blut fir 0,15 0,179 119,2 
2 Bestimmungen 
Puppen (noch ? 0,15 - 0,232 154,6 
weich, aber 0,15 0,195 130,0 
schon aus- 
gefarbt) 
Puppen (noch 8 Puppen 0,15 0,213 140,0 
weich, aber | ergaben Blut fiir 0,15 0,244 160,0 
schon aus- 2 Bestimmungen 


gefarbt, 1 Tag 
verpuppt) 


1 Brecher, 1. c., S. 58. 
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Tabelle XIV. 


Caleiumbestimmung im Blute von Pieris brassicae in den verschiedenen 
Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung nach der Methode de Waard 
in der Modifikation Remesow-Kleinmann im veraschten Blute. 





7 Blutmenge = a auf 
POET, oS tir je ane 33 o amt der age. 7 , 
: erforderlichen Bestimmung O= a entung Blut 
Tiere er 2 des Blutes -_ mg 
Fressende 86 Raupen er- 2 Veraschung 0,606 30,3 
Raupen gaben 4 ccm Blut 2 i. Platintiegel 0,728 36,4 
fir 2 Bestim- + 1 Tropfen 
mungen konz. HCl 
Fressende | 29 Raupen er- 2 Ebenso 0,624 31,2 
Raupen | gaben 2cem Blut 
22 Raupen er- 1 ee 0,354 35,4 
| gaben 1 eem Blut > 
»Rot*- | 79 Raupen er- 2 £ . 0,562 28,1 
wandernde gaben 4 cem Blut 2 | 0,578 28,9 
Raupen | fiir 2 Bestim- |= 
mungen = 
Fixierte Raupen| 67 Raupen er- 2 | 3 . 0,464 23,2 
| gaben 4 cem Blut 2 E 0,474 23,7 
| (bei fixierten = 
| Raupen ist Blut | “i 
| voll Gewebs- 
teilchen) 
Puppen einige | 94 Puppen er- 2 ‘ 0,424 21,2 
Tage verpuppt, | gaben 4 cem Blut 2 0,448 22.4 
unbestimmt | fir 2 Bestim- 
wann; schon er-| mungen , 
hartet und 
ausgefarbt 


durchschimmert und, wenn man an den Mund der Raupe ein Stiick 
Filtrierpapier bringt, so wird es durch den aus dem Munde der Raupe 
austretenden roten Fliissigkeitstropfen rot gefarbt; bei den Raupen, 
die noch nicht in dieses Stadium getreten sind, ist der aus dem Munde 
austretende Fliissigkeitstropfen griin. Dieses Stadium der vom Futter 
weggewanderten Raupen, mit rotem Darminhalt, wird in den Tabellen 
der Kiirze halber als ,, Rot'‘wandernde Rawpen bezeichnet. Dieses Stadium 
und bis nach der Anheftung an der Unterlage ist die lichtsensible Periode 
der Raupe. 

3. Raupen, die sich an ihrer Unterlage mittels eines Seidengespinstes 
angeheftet haben: Fixierte Raupen. In diesem Stadium hért die Beein- 
fluBbarkeit der Puppenfarbe durch das Licht mehrere Stunden vor der 
Verpuppung auf. 

4. Puppen kurz nach der Verpuppung. 

Die angewandten Bestimmungsmethoden sind genau dieselben, 

‘wie die bei den Sphynx pinastri-Puppen, und zwar wurde Kalium im 
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Tabelle XV. Magnesiumbestimmung im Blute von Pieris brassicae in den 
verschiedenen Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung. Nach | 
Veraschung des Blutes Bestimmung nach Kramer-Tisdall. | 
Blutmenge = ~ Mg a 
Stediam “faa fur je a 33 y i oe ipod. me = 
erforderlichen Bestimmung) O= prey ne 8 Blut 
Tiere ccm a woh was mg mg 
Fressende 30 Raupen er- 0.5 112 
Raupen = gaben 2 cem Blut 112 
fir 2 Bestim- 
mungen 
»Rot*- 12 Raupen er- 0,5 48 
wandernde gaben Blut fiir 48 
Raupen 2 Bestimmungen 
Fixierte 26 Raupen er- 0,5 48 
Raupen gaben 1,8 ccm : 64 
Blut fiir 2 Be- 
stimmungen 
Puppen 26 ganz frische, 05 64 
noch weiche Pup- 64 
pen ergaben Blut 
fiir 2 Bestiim- 
mungen 
Tabelle XVI. Chlorbestimmung im Blute von Pieris brassicae in den 
verschiedenen Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung. Nach 
Veraschung des Blutes bestimmt nach Volhard mit n/50 Lésungen. 
, d Blutmenge = Cl auf 
stam mir bslting | furgeree | 2% Artder Geld! ey 
. egforderlichen Bestimmung Cz den Chenee Blut 
Tiere ccm e mg mg 
Fressende 23 Raupen fiir 1 Leem Blut+0,5g 0,93 93 
Raupen 1 Bestimmung Soda + 0,5g K- 
Nitrat im Por- 
zellantiegel ver- 
ascht 
»Rot*- 34 Raupen fir 2 Ebenso 1,553 77,6 
wandernde 1 Bestimmung (Beide Bestim- 
Raupen von 2cem Blut, mungen bei Ver- 
30 Raupen fir 2 kohlungetwasex- 1,38 69 
1 Bestimmung plodiert. Ver- 
von 2cem Blut luste ?) 
Fixierte 47 Raupen fiir 2 142 | 71 
Raupen 1 Bestimmung 
von 2cem Blut, 
20 Raupen er- 1 0,695 69,5 
gaben 1ccm Blut 
fiir 1 Bestim- 
mung 
Puppen noch ? 1 0,698 698 


weich, frisch 


verpuppt, 
aber schon 
ausgefarbt 
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Tabelle XVII. 
Bestimmung des Gesamtphosphors im Blute von Pieris brassicae in den 
verschiedenen Stadien vor, wahrend und nach der Verpuppung. Bestimmung 
nach Lieb. 





P auf 


Anzahl d Blutmenge ~ 
Sted a fiir je eine 33 , Art der as sass 100 com 
ama erforderlichen Bestimmung os Venere Blut 
Tiere com 7 —— mg mg 
Fressende 40 Raupen er- 0,5 0,5 cem Blut 0,504 | 100,8 
Raupen gaben Blut fir 0.5 +2g Schmelze 0,459) 91,8 
3 Bestimmungen 0,5 (1:1) 0,437 | 87.4 
~Rot*- 23 Raupen er- 0.5 Ebenso 0,316 63,2 
wandernde gaben Blut fiir 0,5 0,316 | 63,2 
Raupen 3 Bestimmungen 0,5 0,311 | 63,2 
Fixierte 22 Raupen er- 0,5 P 0,383 76,6 
Raupen gaben Blut fir 0,5 0,366 | 73,2 
3 Bestimmungen 0,5 0,359 | 71,8 


0,688 | 137,6 
0.668 | 133.6 
0.688 | 137.6 


Puppen, un- 30 Puppen er- 
bestimmt, gaben Blut fir 
wann ver- 3 Bestimmungen 

puppt; schon (Blut nicht ganz 
hart und klar) 
ausgefarbt 


SS > 
ororor 


veraschten Blute nach Kramer-Tisdall, Calcium im veraschten Blute 
nach de Waard, Magnesium im veraschten Blute nach Kramer-Tisdall, 
Chlor im veraschten Blute nach Volhard und Gesamtphosphor im 
veraschten Blute nach Lieb bestimmt, ganz genau in derselben Weise. 
wie bei den Puppen von Sphynx pinastri beschrieben worden ist, nur 
bei der Chlorbestimmung wurde mit n/50 Lésungen titriert statt 
mit n/20 Lésungen, wie bei den Sphynx pinastri-Puppen. 

Die Blutgewinnung erfolgte bei den Raupen durch Anschneiden 
eines Beines, bei den Puppen durch Anstich in die Fliigelscheide. 

Die Resultate sind in den Tabellen XIII bis XVII enthalten. 


1. Kalium. 
Die Doppelbestimmungen stimmen zwar fiir manche Stadien sehr 
schlecht iiberein, ein Gang ist aber unverkennbar zu verzeichnen, und 
zwar eine Zunahme des Kaliums bei der Verpuppung. 


2. Calcium. 
Der Calciumgehalt des Pieris brassicae-Blutes nimmt bei der 


Verpuppung ab. 


3. Magnesium. 


Die fressenden Raupen enthalten sehr viel Magnesium, 112 mg 
pro 100cem Blut. Beim Eintritt in das sensible Stadium, wo sie zu 
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fressen aufhéren, ist eine sehr grobe Abnahme an Magnesium: 100 ccm 
Blut enthalten nur mehr 48mg Mg. In diesem und in den darauf- 
folgenden Stadien, fixierte Raupen und Puppen, bleibt der Magnesium. 
gehalt ungefahr konstant (Der Unterschied von 64 mg Magnesium bei 
den Puppen gegeniiber 48 mg bei den ,,rot‘‘wandernden Raupen ist 
zu gering, besonders, wo bei den fixierten die eine Probe 48 mg und die 
andere 64 mg ergeben hat, um, ehe weitere Wiederholungen dies be- 
statigt haben, mit Sicherheit sagen zu kénnen, daB bei der Verpuppung 
wieder eine kleine Zunahme des Magnesiums erfolgt. 


4. Chlor. 

Die Serie ist nicht vollstandig, da infolge Explosion bei der Ver- 
aschung sehr viele Proben verungliickt sind. Immerhin scheinen keine 
Unterschiede zwischen .,rot‘‘wandernden, fixierten und* Puppen zu 
sein. Etwas mehr Chlor scheinen die fressenden Raupen zu enthalten, 
aber da ist nur eine Bestimmung. 


5. Gesamtphosphor. 

Es scheint. als ob im ,.rot‘‘wandernden Stadium ein Minimum an 
Gesamtphosphor ware. 

Der anorganische Phosphor muBte fiir ein spateres Jahr gelassen 
werden, da es nicht ging, das Material so sehr zu zersplittern, und so 
wurde fiir die vorliegende Arbeit namentlich die Veranderungen im 
Gehalt cer Kationen wahrend der Verpuppung untersucht. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Bestimmungen tiber den Gehalt an anorganischen Bestand- 
teilen im Puppenblut von Sphynx pinastri ergaben: Natrium so wenig, 
daB es mit der fiir Menschenblut ausgearbeiteten Methode nicht bestimmt 
werden konnte. Ferner im Durchschnitt: Kalium 137,8 mg, Calcium 
33 mg. Magnesium 56 mg, Chlor 59,5 mg, Gesamtphosphor 207 mg und 
anorganischer Phosphor 66 mg pro 100 cem Blut. 


2. Zwischen Mannchen und Weibchen sind keine Unterschiede in 
bezug auf den Gehalt an K, Ca, Mg und anorganischen Phosphor; bei 
Chlor ist es fraglich. 


3. Im Blute von Sphynx pinastri-Puppen ist also ein UbherschuB 
an Basen (0,096 Basenaquivalerute gegeniiber 0.046 Saureaquivalenten, 
also ein BaseniiberschuB von 0,050 Grammiquivalenten pro Liter), fiir 
deren Bindung wohl, ebenso, wie fiir das Menschenblut angenommen 
wird, organische Sauren in Betracht kommen diirften. 


4. Im Vergleich zum menschlichen Blutserum ist im Puppenblut 
von Sphynx pinastri sehr wenig Natrium, dagegen viel mehr Kalium, 
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Calcium und besonders Magnesium, viel weniger Chlor und viel mehr 
Phosphor. 

5. Bestimmungen iiber den Gehalt an anorganischen Bestand- 
teilen im Blute von Pieris brassicae in den verschiedenen Stadien vor, 
wihrend und nach der Verpuppung ergaben eine Zunahme an Kalium 
und Abnahme an Calcium in den aufeinanderfolgenden Stadien der 
Verpuppung (1. erwachsene Raupen, die noch fressen, 2. vom Futter 
wegwandernde, verpuppungsreife Raupen mit rotem Darminhalt. 
3. mittels eines Seidengespinstes an der Unterlage fixierte Raupen, 
4. Puppen). Der Magnesiumgehalt ist bei den fressenden Raupen viel 
héher als bei den Raupen, die in das verpuppungsreife Stadium ein- 
getreten sind, und bei den fixierten Raupen und Puppen. Der Chlor- 
gehalt ist bei den fressenden Raupen etwas héher als bei den Ver- 
puppungsstadien, die keine Unterschiede im Chlorgehalt zeigen. Der 
Gesamtphosphor ist im ersten Stadium der Verpuppungsreife (wan- 
dernde Raupen) niedriger als bei den fressenden Raupen, steigt bei den 
fixierten etwas an und ist bei den Puppen viel héher als bei den fressenden 
Raupen. 
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Uber die Koproporphyrie der Hefe. 
Von 
Hermann Fink, 
(Mitteilung aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei, Miinchen.) 
(Eingegangen am 9. April 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die von H. Fischer und H. Fink festgestellte Tatsache, da} Hefe, 
wenn sie in geeigneter Nahrlésung fortgeztichtet wird, Koproporphyrin 
in erheblich gesteigerten Mengen zu produzieren vermag, ist in den 
letzten Jahren von verschiedenen Gesichtspunkten aus studiert worden. 

AuBer den wichtigen Arbeiten von H. Fischer und seinen Mitarbeitern ? 
sind die enzymatischen und physiologischen Studien von H. v. Euler und 
H. Fink’ iiber die Koprohefe zu erwahnen. Vor kurzem ist es H. Fink und 
K. Weber* gelungen, auch bei der Gairung mit Trockenhefe starke Por- 
phyrinbildung zu erzielen, und gleichzeitig hat R. M. Mayer® gezeigt,' 
da®8 auch in HeiepreBsaften die Bildung von Koproporphyrin in Gegenwart 
von Plasmagiften vor sich geht, wodurch der enzymatische Charakter 
dieser Synthese sichergestellt worden ist. 

Trotz der interessanten Resultate, die die bisherige Bearbeitung 
dieses Gebiets gebracht hatte, blieben grundlegende Faktoren, die zu 
der enormen Porphyrinanreicherung in der Koprohefe fiihren, noch 
im Dunkeln, so daf weitere Untersuchungen erwiinscht erschienen 
und das um so mehr, als die Porphyrie der Hefe eine Erscheinung ist, 
die zu der Porphyrie des Menschen in einer nicht abzuleugnenden 
Analogie steht, worauf von H. Fischer® schon éfters hingewiesen 
worden ist. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 57, 1924; 144, 101, 150; 243, 1925. 

2 H. Fischer und Hilmer, ebendaselbst 158, 167, 1926; H. Fischer und 
F. Schwerdtel, ebendaselbst 175, 248, 1928. 

3 Ebendaselbst 158, 302, 1926; 162, 272, 1927. 

4 Wochenschr. f. Brauerei 1928, 8. 478, 45. Jahrg. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 99, 1928. 

6 Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teil I1, 1926, 
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Die Arbeit wurde wieder in Angriff genommen, als uns Herr Geheimrat 
H. Fischer in liebenswiirdiger Weise sein Respirometer nach O. Warburg 
zur Verfiigung stellte und uns die Anregung gab, den Stoffwechsel von 
Koprohefen zu studieren. 

Der Apparat. fand zunachst Verwendung bei einer am hiesigen Institut 
von Herrn Dipl.-Ing. R. Kiihles ausgefiihrten Doktorarbeit! tiber den 
Stoffwechsel der Mycelform und Kugelhefeform von Mucor Guilliermondi. 
Die hierbei gesammelten Erfahrungen in methodischer Hinsicht kamen 
uns bei der vorliegenden Arbeit zugute, und ich méchte meinem Mitarbeiter, 
Herrn Dr. R. Kiihles, der den gré8eren Teil der Atmungsversuche aus- 
gefiihrt hat, meinen warmsten Dank fiir seine treue Mitarbeit zum Aus- 
druck bringen. 

Seit den vom Verfasser im Eulerschen Laboratorium ausgefiihrten 
Studien an koproporphyrinreichen Hefen haben sich durch die Anwendung 
der Fluoreszenzerscheinungen der Porphyrine und durch den Ausbau der 
Fluoreszenzspektroskopie und der Fluoreszenzmikroskopie neue Méglich- 
keiten bei physiologischen Arbeiten eréffnet. 

Wahrend die Eigenschaft der Porphyrine, in geléster Form zu fluores- 
zieren, schon seit langer Zeit bekannt ist und in den letzten Dezennien, 
unter Verwendung von kurzwelligem Licht, besonders von Dhéré und Mit- 
arbeitern?, sowie von seinen Schiilern van der Bom* und E. Bovs*, ferner 
von H. Friedli®, W. Hausmann und Krumpel® und anderen’ studiert worden 
ist, wurde erst verhaltnismaBig spit von der Fluoreszenzmethode bei 
physiologischen Untersuchungen mit Erfolg Gebrauch gemacht. In letzter 
Zeit haben E. Derrien und Turchini® Porphyrine im tierischen Organismus, 
ferner in Eierschalen, in Bakterien usw. nachgewiesen und dieselben auf 
Grund der auftretenden Spektralerscheinungen charakterisiert. Vor kurzem 
wurde von H. Kénigsdérffer® ein exaktes und auBerordentlich vielseitig 
anwendbares Spektralanalysenmikroskop angegeben, mit dem M. Borst 
und H. Kénigsdérffer® das Verhalten aller bisehr bekannten natiirlichen 
Porphyrine im. kurzwelligen Lichte eingehend studiert haben und neuartige 
histochemische Untersuchungen iiber das Auftreten und die Lokalisierung 
der Porphyrine in den Organen des verstorbenea Porphyrinkranken Petry 
ausgefiihrt haben. 


1 R. Kiihles, Zur Biochemie der Mycelform und der Kugelhefeform 
von Mucor Guilliermondi, Miinchen, Techn. Hochschule (Dissertation). 

2 C. r. des séances de la Soc. de Biol. 70, 511, 1911; 179, 351 und 1356, 
1924; 183, 321, 1926; vgl. Chem. Centralbl. 1926, II, 1652. 

3 Vander Bom, Recherches sur la fluoresce. de lhématoporphyrine. 
Fribourg, Suisse, 1927. 

4 FE. Bow, Canadian Chem. Metallurg. 11, 261—-264, 1927; vgl. Chem. 
Centralbl. 1928, I, 209. 

5 Chem. Centralb]. 1925, I, 1324. 

® Diese Zeitschr. 186, 203, 1927. 

7 Eine eingehende Zusammenstellung der diesbeziiglichen Literatur. 
auch der alteren, findet sich in der Monographie von Borst und Kénigsdoérfjer, 
vgl. FuBnote 9. 

§ C. r. des séances de l’acad. de Biol. 92, 1028, 1925; Bull. de la Soc. 
de Chim. biol. 8, 218, 1926. 

® M. Borst und H. Kénigsdérffer jr., Untersuchungen iiber Porphyrie. 
Leipzig, 8S. Hirzel, 1929. 
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Nachdem zum ersten Male von H. Fischer und Kénigsdérffer! 
auch an Koprohefezellen die fiir Porphyrin charakteristische Rot- 
fluoreszenz festgestellt worden ist, wurde von R. M. Mayer? das neue 
Fluoreszenzmikroskop dazu verwendet, das Auftreten und Verschwinden 
von fluoreszierenden Koprozellen an einigen Koprokulturen zu ver- 
folgen. Mayer hat festgestellt, daB die rotfluoreszierenden Kopro- 
zellen fast immer tot sind, was durch Anfarbung mit Methylenblau 
ermittelt worden ist. Die Koprozellen traten am Ende der dritten 
Zucht auf, verschwanden bei der Uberimpfung in neue Nihrlésung, 
wobei dieselbe porphyrinhaltig wurde; sie erschienen wieder am Ende 
der vierten Zucht. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten konnte damals 
noch nicht gegeben werden. Es wird aber die Vermutung ausgesprochen, 
da8 durch Uberziige von Calciumcarbonat, die sich auf der Oberfliche 
der Hefe bilden, die Rotfluoreszenz verdeckt worden ist. Wir werden 
auf die Arbeit von Mayer spater noch éfters zuriickkommen. 

Auch die fluoreszenzmikroskopische Methode konnte dank des 
groBen Entgegenkommens von Herrn Geheimrat H. Fischer bei der 
vorliegenden Arbeit zur Priifung unserer Koprohefen mit herangezogen 
werden und hat uns wertvolle Dienste geleistet. 

Vor allem aber war es die elektrochemische Betrachtungsweise 
des Koproporphyrins als amphoterer Elektrolyt, die uns ganz neue 
Gesichtspunkte in der Koprohefenfrage eréffnete. 


fillgemeiner : Teil. 


Da wir uns zum Ziele setzten, die Hefe durch viele ,,Generationen‘*? 
hindurch unter den Bedingungen der Koprokultur weiterzuziichten, 
hatte nur das Arbeiten mit Reinkulturen Aussicht auf Erfolg. Mit 
Hilfe der im speziellen Teile 8.85 beschriebenen sicheren und hand- 
lichen Reinzuchtanordnung war es leicht méglich, zwei Hefestamme 
von Saccharomyces Anamensis tiber ein Jahr lang in der mineralischen 
Zuckerlésung weiterzuziichten, wobei etwa alle 10 bis 14 Tage eine 
geringe Hefeaussaat in einen groBen Uberschu8 von neuer Nahriésung 
kam, wie das fiir die Erzeugung von Koprohefe wesentlich ist. Bei 
jeder zweiten Uberimpfung wurde die gewachsene Hefe bis auf den 
zur Weiterziichtung notwendigen Rest mit der abgegorenen Lésung 
entnommen und damit die verschiedenen Untersuchungen ausgefiihrt. 
Die so erhaltene Hefe reichte fiir eine Reihe von Feststellungen, wie 
Bestimmung der StoffwechselgréBen, Auszihlung der mit Methylen- 
blau anfarbbaren und Schatzung der fluoreszierenden Zellen usw. aus. 


1 Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 48. 

2 Ebendaselbst 177, 47; 179, 116. 

8’ Unter Generation ist hier die einmalige Weiterziichtung des Hefe- 
stammes gemeint von der Einimpfung der Hefe bis zur beendeten Garung. 
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Die zur Ermittlung des Porphyringehalts, Eiwei8- und Glykogengehalts 
erforderlichen gréBeren Hefemengen erzeugten wir, indem wir Abzweig- 
kulturen in geraumigeren GefaBen ausfiihrten. 

Unsere Versuche zeigen, daB sich Hefe unter den Bedingungen der 
Koprokultur beliebig lange weiterziichten laBt. Der beobachtete sehr 
hohe Porphyringehalt fiihrt zu keinem Absterben des Hefestammes, 
vielmehr ist die Fortziichtung von Hefe in mineralischer Nahrlésung 
in erster Linie eine Vitaminfrage und es sollen kurz die hier geltenden 
Verhiltnisse an Hand der Literatur besprochen werden. Es erscheint 
das wichtig, da das Fehien von Vitaminen von H. Fischer als Haupt- 
grund fiir das Zustandekommen der gesteigerten Porphyrinsynthese 
angesehen wird. 

Schon Pasteur’ und Liebig? haben die groBe Verschiedenheit des 
Hefewachstums in organischer und mineralischer Naéhrlésung bemerkt. 
Sie polemisierten tiber diese Frage, ohne die Verhaltnisse aufzukliren. 
Wildiers® verdanken wir die Erkenntnis, daB die ausgesite Hefemenge 
und auBerdem ein von ihm ,,Bios‘* bezeichneter Wachstumsstoff dafiir 
verantwortlich ist, ob die Fortziichtung in der mineralischen Nahrlésung 
gelingt oder nicht. Und Kossowitz* hat den Schwellenwert, unterhalb 
dem sich Hefe nicht mehr vermehrt, mit 200 Zellen pro 1 ccm ermittelt, 
eine Zahl, die, wie spatere Arbeiten ergeben haben, fiir verschiedene Hefe- 
rassen variiert. Ohne auf die umfangreiche Literatur iiber die Wachstums- 
stoffe und Vitamine der Hefe naher einzugehen, sollen noch die Arbeiten 
von Fulmer und Mitarbeitern® erwaihnt werden, denen die lang andauernde 
Fortziichtung von Hefe in Zuckerlésung mit nur anorganischen Zusétzen 
gelungen ist. Unseren Versuchen stehen die von Robertson und Davis® 
nahe, die ein Wechstum iiber 15 Passagen hinaus erzielten, wenn sie nur 
alfe 7 Tage iiberimnpften. Das Wachstum wurde aber allmahlich schwacher ; 
es blieb vollsténdig aus, wenn sie schon nach 48 Stunden iiberimpften. 
Den Unterschied erklaéren sie dadurch, daB im ersteren Falle der Wuchsstoff 
durch die Autolyse der toten Zellen frei wird und damit den lebenden 
Zellen zur Verfiigung steht. Bei diesen wie bei den Versuchen von Fulmer 
fehlen meistens genauere Angaben iiber die Hefeaussaat bzw. wurden 
betrachtliche Impfmengen verwendet, so daB diesen Beobachtungen nur 
eine eingeschrinkte Beweiskraft in bezug auf die Frage, ob die Hefeziichtung 
in vitaminfreier Nahrlésung méglich ist, zukommt. 

Vor kurzem hat H. Lacroix’ bei seinen Studien tiber den Einflub 
wachstumférdernder Substanzen auf die Hefezelle an vielen Einzelikulturen 


1 Pasteur, Ann. Chim. Physique 58, 323, 1860. 

2 Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm. 153, 1, 1870. 

3 Wildiers, La cellule 18, 313, 1901. 

4 Kossowicz, Zeitschr. f. d. landwirtsch. Versuchswes. Osterr. 6, 27 
und 731, 1903. 

5 Fulmer und Mitarbeiter, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 19, 1921; 16. 
273, 1924; Journ. of biol. Chem. 46, 77, 1921; 51, 77, 1922; 57, 397, 1923; 
‘ Journ. of Infect. Dis. 38, 130, 1923; Journ. of Bact. 8, 585, 1923. 

® Robertson und Davis, Journ. of Infect. Dis. 28, 153, 1923. 

7 Lacroix, Centralbl. f. Bakt., IT. Abt., 76, 417, 1928; ferner Janke und 
Lacroix, diese Zeitschr. 190, 67, 1925. 
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teils von Oberhefe teils von Unterhefe sichergestellt, daB ein Hefewachstum 
in mineralischer Nahrlésung in der Einzellkultur oder bei der Impfung sehr 
weniger Zellen nicht erreicht werden kann. Es kommt héchstens zur Aus- 
bildung von 1 bis 2 SproBzellen, dann aber tritt kein weiteres Wachstum mehr 
ein. Erst bei Einsaaten von einigen Hundert Zellen auf 1 cem kommt 
langsames, andauerndes Wachstum zustande. Wie Robertson, so nimmt 
auch Lacroix an, dali die Vermehrung ermdéglicht wird durch die wachstum- 
férdernden Stoffe, die aus den toten Artgenossen durch Autolyse frei werden. 

Man sieht daraus, wie wichtig es ist, auch bei Koprokulturen de? 
GréBe der Hefeaussaat Beachtung zu schenken. Durch wiederholte 
Zelizihlungen stellten wir fest, daB bei unseren Hefestimmen am 
Anfang der Garung die Zellenzahl zwischen annahernd 5. 10° und 
9 . 166 Zellen pro Kubikzentimeter schwankte. H. Fischer und H. Fink 
nahmen bei ihren ersten Versuchen meistens 5 g Hefe auf 2 Liter Nahr- 
lésung. Dabei treffen etwa 1,1 . 10? Zellen auf einen Kubikzentimeter. 
Die Porphyrinbildung war auch dabei eine sehr starke. Bei unseren An- 
sitzen war die Hefeverdiinnung also etwas gréBer, erreichte aber bei 
weiten noch nicht den Schwellenwert, unterhalb dem die Hefeziichtung 
in vitaminfreier Nahrlésung unméglich wird. 

Vielleicht erkliren sich die zum Teil von unseren Befunden ab- 
weichenden Beobachtungen Mayers dadurch, da bei seinen Ziichtungs- 
versuchen die Hefeaussaat eine andere war. Aus seinen Angaben 
iiber die Dauer der Zuckervergirung vo 1 10 bis 15 Tagen geht allerdings 
hervor, da8 kein allzu groBer Unterschied gegeniiber unseren Ansitzen 
bestanden haben diirfte. 

Was die Beobachtungen betrifft, die wir’im Verlauf der langen 
Fortziichtung bei den Hefestimmen gemacht haben, so sind dieselben 
ausfiihrlich im speziellen Teile behandelt (vgl. Tabellen 8. 89 bis 93) 
und es sollen nur die wesentlichsten Punkte hier kurz besprochen 
werden. 

Der Zucker der Nihrlésung wird in Anbetracht der geringen Hefe- 
gabe innerhalb normaler Zeiten weitgehend unter befriedigenden 
Garerscheinungen vergoren. 

Die Vermehrung der Hefe ist bis zu den letzten Generationen 
meistens gleichmaBig und reichlich. 

Hervorzuheben ist der starke Anstieg der Wasserstoffionen- 
konzentration, der, wie aus dem Folgenden hervorgeht, fiir das Zu- 
standekommen der Porphyrinadsorption an Hefe und das Auftreten 
rotfluoreszierender Koprozellen von ausschlaggebender Bedeutung 
ist. Die verwendete Niahrlésung ist neutral bis schwach alkalisch, 
die vergorene Lésung hat dagegen einen relativ sehr hohen Sauregrad 
von px 3 bis 4. Bei den ersten Kulturen wird sogar py 3 noch iiber- 
schritten (vgl. Tabellen). Die auftretenden kleineren Schwankungen 
fiihren wir darauf zuriick, daB sich bei unserem Reinzuchtverfahren 
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nur eine schatzungsweise Dosierung der Hefe auf die Nahrlésung er- 
reichen 1aBt. 

Daf’ bei der Hefegirung in Zuckerlésungen mit oder ohne Zusatz von 
Nahrsalzen bei niedrigen und hohen Temperaturen die Wasserstoffionen- 
konzentrationswerte bis etwa py = 2,6 erreicht werden kénnen, ist schon 
durch die Untersuchungen von H. Liiers! bekannt. Auch iiber die Natur, 
die Menge und die Herkunft der entstehenden Séuren liegen zahlreiche 
Untersuchungen vor?. 

Die mikrospopische Untersuchung ergab meistens gut entwickelte 
und gut ernahrte Zellen. Der Gehalt an toten Zellen schwankte, iiber- 
schritt aber im allgemeinen nicht 25°,. Die gefundenen Werte liegen 
also nicht héher als diejenigen, welche bisweilen bei Brauereirein- 
kulturen beobachtet werden, wenn dieselben laingere Zeit in Kupfer- 
gefaRen propagiert worden sind. Aufgefallen ist uns, daB bei den 
spateren Generationen die Gré8e der Zellen im Vergleich zur Wiirze- 
kultur bis auf das Doppelte zugenommen hatte. Die Hefe war aber 
gesund, gut entwickelt und glykogenreicher als die Wiirzehefe. 

Wesentlich ungiinstigere Resultate erhalt man allerdings, wenn 
man die Koprohefen nicht gleich nach beendeter Garung, sondern 
erst nach langerem Stehen in der zuckerfrei gewordenen Nahrlésung 
mikroskopiert. In diesem Falle treten dann leere und unnormal aus- 
sehende, sowie glykogenarme Zellen in gréBerer Zah] auf. Der Prozent- 
satz der Methylenblau aufnehmenden Zellen braucht sich deshalb 
nicht wesentlich zu erhéhen, da ganz inhaltslos gewordene Zellen 
mit diesem Farbstoff nicht mehr anfarbbar sind. 

Wir sind Herrn Dr. J. Fuchs, dem Vorstand der bakteriologischen Ab- 
teilung des hiesigen Instituts, fiir seine Unterstiitzung bei der Messung und 
Begutachtung verschiedener Koprohefen zu groBem Dank verpflichtet. 

Der mit chemischen Methoden bestimmte Glykogengehalt war 
auch noch bei den am lingsten geziichteten Koprohefen hoch, fast immer 
viel héher als bei der in Wiirze geziichteten Hefe. Das» Gegenteil war 
beim EiweiSgehalt der Fall, der stets in den Koprohefen auBerordentlich 
niedrig war. Fiir einige Hefen sind die Zahlen in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 





Glykogengehalt in g EiweiGgebalt in g 





Hete 
berechnet auf 100 g Trockensubstanz 
Koprohefe 10.Generation ...... 23,8 34,8 
Vergleichshefe .... Lape aoe 15,5 57,1 
Koprohefe 17. Generation Bee tart? 26,0 28,9 
Vergleichshefe . . . SS ot pam ee 22,3 57,3 
Koprohefe 23. Generation ..... . 24,8 _ 
WO ee ee ee 19,8 — 





1 H. Liters, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 1914, 8S. 79. 
2 Vgl. Lafar, Techn. Mykologie. Jena, Verlag G. Fischer. 
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Die friiheren Ergebnisse von Euler und Fink', daB in kopro- 
porphyrinreichen Hefen der EiweiBgehalt weit unter demjenigen ge- 
wohnlicher Hefen liegt, daB aber andererseits die Kohlehydratreserve- 
stoffe in stark angereicherter Menge vorhanden sind, sind damit be- 
stitigt. Fiir die Koprohefe gilt demnach auch die von Henneberg? 
aufgestellte Regel: ,.Die Glykogenmenge steht in umgekehrtem Ver- 
haltnis zur EiweiBmenge’, eine GesetzmaBigkeit, die vor kurzem auch 
von M. Baetsle* wieder bestatigt worden ist. Da in der Koprokultur 
Glykogenanreicherung eintritt, ist nach der Art der Ziichtung zu er- 
warten. Reichliche Zufuhr von Zucker und erhéhte Temperatur sind 
als giinstige Faktoren fiir die Glykogenspeicherung langst bekannt. 

In dieser Hinsicht haben unsere Versuche somit zu Resultaten 
gefiibrt, die zu denen von R. WM. Mayer* in Widerspruch stehen, der 
auf Grund seiner mikroskopischen Fluoreszenzuntersuchung und 
mit Hilfe von Fiarbemethoden zu dem Ergebnis gekommen ist, da 
die Koprohefe an Glykogen ganzlich verarmt ist. 

Einen breiten Raum nahmen bei der vorliegenden Arbeit die 
Stoffwechselstudien an den verschieden alten Koprohefen ein, bei 
denen auch wieder die Wiirzekultur als Basis der vergleichenden Be- 
urteilung herangezogen wurde. Im allgemeinen bestimmten wir bei 
jeder zweiten Uberimpfung den oxybiontischen und anoxybiontischen 
Stoffwechsel der Hefe mit dem Respirometer von O. Warburg® im 
wesentlichen unter Einhaltung der von O. Meyerhof® fiir Hefen an- 
gegebenen Versuchsbedingungen und. errechneten die betreffenden 
Atmungs- und GiarungsgréBen, sowie! die Relationen zwischen ver- 
gorenem und oxydiertem Zucker. Die erhaltenen Werte sind fiir die 
drei Hefenstamme im speziellen Teile zusarmmengestellt, und im An- 
schluB an die Tabellen (8.89 bis 93) werden auch die Resultate 
eingehender besprochen. 

Zusammenfassend Jat sich sagen, daB die erhaltenen Werte 
fiir die Sauerstoffzehrung und die unter anaeroben und aeroben Be- 
dingungen entstandene Kohlensiure von Zucht zu Zucht schwankten. 
Auch wenn man die Hefestémme unter sich vergleicht, treten klare 
GesetzmaBigkeiten nicht hervor. Meyerhof hat bei der Untersuchung 
verschiedener Hefearten festgestellt, da8 mit einer ziemlich groBen 
RegelmaBigkeit bei der aeroben Girung auf 1 Mol ,,aufgewandten 
Sauerstoff 1,5 bis 2 Mol Garungskohlensiure an der Entstehung 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 285, 290; ferner 158, 322. 
* Henneberg, Handb. d. Garungsbakt. Berlin 1926. 

3 Ann. de la Brass. et de la Dest. 1928, Nr. 24, 26. Jahrg. 
a.a. O., S. 56, 57, 59. 

O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924. 
O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 43, 1925. 
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verhindert werden gegeniiber der Garung in Abwesenheit von Sauerstoff. 
Diese Beziehung scheint fiir die Koprohefe nur in beschranktem MaBe 
zuzutreffen. 

Das, was wir mit unseren Stoffwechselversuchen zu _ erreichen 
suchten, haben wir aber erreicht insofern, als durch sie gezeigt ist, 
daB auch sehr lange fortgeziichtete Koprohefe einen noch recht leb- 
haften Stoffwechsel aufweist, wenn derselbe auch gegeniiber der viel 
giinstigeren Wiirzekultur zahlenmabig verringert ist. Auch eine ,,Um- 
stimmung ist zu verzeichnen in der Weise, daB im allgemeinen die 
Atmung in geringerem Grade vermindert wird als die Garung. 

Die Tatsache, daB sich Hefe in Koprokultur unbegrenzt lange 
fortziichten ]aBt, sowie unsere Resultate tiber den Ernahrungszustand 
und endlich die fortlaufenden Stoffwechseluntersuchungen sprechen 
dafiir, dafi die Koproporphyrie der Hefe wohl ein anomaler Zustand 
ist, da aber die Koprohefe nicht als pathologisch oder degeneriert 
bezeichnet zu werden braucht. 

Da sich bei den spiiteren ,,Generationen* die einzelnen Stoffwechsel- 
gréBen nur mehr wenig andern, kann man annehmen, daf allmahlich 
Anpassung an das neue Nahrsubstrat stattfindet. 

Im Einklang mit dem im allgemeinen verringerten Stoffwechsel 
der Koprohefen steht auch die schwachere Wirksamkeit des Oxydo- 
reduktasesystems, gleichgiiltig ob Zymophosphat oder Succinat als 
Donator verwendet wird. 

AuS8er dem hohen Gehalt an Koproporphyrin fiel uns bei langerer 
Fortziichtung das Auftreten intensiv roter Farbstoffe auf. Einerseits 
konnten wir wiederholt beobachten, daB Koprokulturen, die im dunkeln 
Thermostaten gegoren hatten, wenn sie ans diffuse Tageslicht gebracht 
wurden, sich intensiv rot farbten, wobei die Farbung in der Nahrlésung 
auch noch nach dem Abfiltrieren der Hefe vorhanden war. Andererseits 
traten, besonders bei den héheren Kulturen intensiv rote Farbstoffe 
auf, die gréBtenteils als Leukoverbindungen in der Hefe selbst vor- 
handen waren und die der Hefe, wenn sie in diinner Schicht der Luft 
ausgesetzt wurde, in kurzer Zeit das Aussehen einer tief-karminroten 
Farbpaste verlichen. Besonders deutlich kam dies beim Trocknen der 
Hefe zum Vorschein, die Trockenhefe war ein dunkelrotes Pulver. 

Nicht weniger interessant als das Erscheinen dieser Farbstoffe 
war die Tatsache, daB sie bei der weiteren Fortziichtung wieder ver- 
schwanden. Stamm II, der in seiner 17. Generation schén rot gefarbt 
war, war bei der 26. Zucht wieder weiB geworden. Eine befriedigende 
Erklarung kénnen wir fiir diese Erscheinung noch nicht geben. 

Es ist leicht méglich, daB es sich bei der Bildung dieser dem Por- 
phyrin nicht naher stehenden Farbstoffe um eine Schutzma8nahme 
der Hefe gegen die photosensibilisierenden Wirkungen des Kopro- 
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porphyrins — die drei Hefestimme standen im stark diffusen Tages- 
licht — handelt. 

Es bleibt auch noch die wichtige Frage zu kliren, in welche Kérper- 
klasse die beobachteten Farbstoffe einzureihen sind. Auber an die 
Pigmente der héheren Pilze, die in den letzten Jahren von F. Kégl 
und Mitarbeitern! untersucht und aufgeklirt worden sind, ist auch an 
die Carotinoide zu denken, die nach den wichtigen Arbeiten von 
B. v. Euler, H.v. Euler und H. Hellstrém? zu den Vitaminen in naher 
verwandtschaftlicher Beziehung stehen. Endlich soll auch noch auf 
die Analogie zur menschlichen Porphyrie hingewiesen werden, bei 
der, wie H. Fischer und Mitarbeiter*® gezeigt haben, ebenfalls auBer 
den Porphyrinen verschiedene andere Begleitfarbstoffe auftreten. 

Der Porphyringehalt der Koprohefen ist ein sehr hoher und schwankt 
zwischen 7 und 17 mg in 100g Trockensubstanz. Er konnte leider 
nur gelegentlich im Verlauf der Dauerkulturen ermittelt werden, da 
zur kolorimetrischen Porphyrinbestimmung gréBere Hefemengen — 
wir nahmen mindestens 10 g — mit Eisessig-Ather extrahiert werden 
miissen. Die Werte sind aus der folgenden Zusammenstellung zu ent- 
nehmen. 





Dauer der Ziichtung Porphyrin in 100 g Trockensubstanz 
1. Zucht (sacch. cerevisiae) -. ....... 6,7 mg 
a ee ee 17,3 
Mm. « mo 3 »  (Erganzungsversych) , M7 . 
i”: % . a. te ge re care (Sf 


Bei diesen und den dazwischen liegenden Generationen, soweit sie 
untersucht worden sind, war so viel Porphyrin vorhanden, da schon 
in der Hefesuspension bei der Priifung auf Cytochrom mehr oder minder 
deutlich der Absorptionsstreifen des Koproporphyrins im Rot erkannt 
werden konnte. Aus obigen Zahlen geht hervor, daB der Koproporphyrin- 
gehalt bei langer Fortziichtung nicht immer weiter von Zucht zu Zucht 
zunimmt, sondern, nachdem ein bestimmter Wert erreicht ist, ziemlich 
konstant zu bleiben scheint. ‘ 

Dabei ist zu beriicksichtigen, daB auch in der vergorenen Nahr- 
lésung wechselnde, oft recht betrachtliche Mengen von Koproporphyrin 
vorhanden sein kénnen. Davon wird spiter nochmals die Rede sein. 


Auf Protoporphyrin sind wir im Verlauf dieser Arbeit nicht gestoBen. 


1 Ann. d. Chem. 465, 211 bis 242 und 243 bis 256. 

2 Diese Zeitschr. 203, 370, 1929. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 176, 1924; 150, 40 u.f., 1925. 

* Hier enthielt die Nahrlésung noch 0,149 mg Koproporphyrin pro 
1 Liter. 
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Das Cytochromspektrum konnte noch bei der 17. Generation in 
der fiir Unterhefen charakteristischen Form mit den beiden Streifen 
im Griin erkannt werden. Auch das Atmungsexperiment nach 
Keilin war ausfiihrbar und Haimochromogen konnte in den Pyridin- 
ausziigen festgestellt werden. Spiter wurden diese Feststellungen 
unsicherer, da die entstandenen roten Begleitpigmente sowohl beim 
Spektroskopieren der Hefesuspensionen wie der Pyridinausziige die 
Messung der Adsorptionsbanden erschwerten. In ahnlicher Weise 
stérte bei den Suspensionen auch sehr hoher Porphyringehalt, der 
Absorptionsstreifen im Griin bedingte, die denen von Cytochrom 
benachbart liegen?. 

Auch noch in der 31. Zucht,von Stamm II war Cytochrom eindeutig 
zu erkennen. In der eluierten Hefe waren die Banden bei 562 und 551 yu 
sehr schén zu sehen. AuBerdem noch zwei Banden von 542 bis 531 uu 
und von 513 bis 478 wu. Beim Schiitteln der Hefesuspension mit Luft 
verschwanden die ersten beiden Banden, um nach einiger Zeit wieder 
aufzutreten. 

Bei den Generationen, deren Stoffwechsel im Respirometer ein- 
gehend untersucht wurde, wurde auch die fluoreszenzmikroskopische 
Beobachtung mit dem Spektralanalysenmikroskop nach Borst-Kénigs- 
dérffer durchgefiihrt. Ich méchte auch an dieser Stelle meinem ver- 
ehrten Lehrer, Herrn Geheimrat Hans Fischer, meinen warmsten 
Dank dafiir aussprechen, daB er mir die Anwendung dieses modernen 
Apparats bei dieser Arbeit erméglichte. Fiir die Ausfiihrung der Unter- 
suchungen danke ich den Assistenten am Organisch-Chemischen 
Institut der Technischen Hochschule, Herrn Dr. Mayer und Herrn 
Dipl.-Ing. Jordan herzlichst. Ihre Originalbefunde (fluoreszierende 
Zellen und Methylenblau-Zellen) sind ebenfalls in die Tabellen meistens 
im Wortlaut aufgenommen. Die friiher von Mayer aufgefundene 
Regel, daB die rotfluoreszierenden ,,Koprozellen“ meist tot sind, hat 
sich in einer Reihe von Fallen bestatigt, bisweilen haben sich aber 
auch starke Diskrepanzen zwischen der Zahl der durch Rotfluoreszenz 
gekennzeichneten und der mit Methylenblau anfarbbaren Hefezellen 
ergeben. Es diirfte das einerseits an der beschrankten Zuverlassigkeit 
der Methylenblaufarbung? zur Erkennung von toten Zellen liegen, 
andererseits daran, dab die fluoreszierenden Zellen nur im Dunkelfeld 
wahrgenommen werden kénnen und ihr prozentueller Anteil in einer 
Koprohefe deshalb nur schiatzungsweise angegeben werden kann. 


1 Im letzteren Falle kann man sich dadurch helfen, daB man auf 
Cytochrom erst nach der Elution des Koproporphyrins aus der Hefe priift. 

2 Vor kurzem hat F. Windisch auf Befunde von H. Haehn und 
M. Glaubitz hingewiesen, dai mit Methylenblau farbbare Zellen, die bisher 
als tot angesprochen wurden, unter Umstanden zu garen und zu sprossen 
vermégen. Vgl. Wochenschr. f. Brauerei 1929, S. 183. 














== .35 A ice 








nd 
1er 
en 








Koproporphyrie der Hefe. 75 


Auch die Menge des insgesamt in Hefe und Nahrlésung vorhandenen 
Porphyrins spielt dabei eine Rolle. Auf die Faktoren, die wir als grund- 
legend fiir das Auftauchen und Verschwinden rotfluoreszierender 
Koprozellen erkannt haben und die zu einer vollstindigen Klarung und 
anderen Auffassung dieser Vorgiinge in der Koprokultur gefiihrt haben, 
kommen wir weiter unten zuriick. 

Fiir die weitere Entwicklung der Arbeit erwies sich die elektro- 
chemische Betrachtungsweise des Koproporphyrins als amphoteren 
Elektrolyten auBerordentlich fruchtbar. Die Anregung dazu hatten 
wir erhalten bei unseren Studien! zur Koproporphyrinsynthese durch 
Trockenhefe, bei denen ein deutliches Optimum der Porphyrinbildung 
bei etwa pu 4 beobachtet werden konnte. 

Dieser Teil der Arbeit wurde mit der Untersuchung begonnen, ob 
die H-lonenkonzentration auf die Fluoreszenz der Koprohefe von 
EinfluB ist. Es erschien uns das um so wichtiger, da, wie oben berichtet 
worden ist, das py im Verlauf einer Koprokultur von 7 bis 4 bzw. 3 
anzusteigen pflegt. Gleich der erste Reihenversuch, bei dem Koprohefe 
10. Generation durch den Bereich von px 8 bis 2 in Stufen von 0,6 pa- 
Einheiten abgepuffert wurde, ergab die interessante Tatsache, dab 
die Lichtemission einer Koprohefensuspension im ultravioletten Licht 
quantitativ und qualitativ von der Wasserstoffzahl abhangt. 

Von einem Minimum der Fluoreszenz bei py 4 nimmt die Stirke 
der Lichtemission nach Cer sauren wie der alkalischen Seite erst langsam 
dann rascher zu. Die Farbnuance des ausgestrablten Lichtes ist auf 
beiden Seiten des Nullpunkts verschieden, auf der sauren Seite mehr 
ziegelrot, auf der alkalischen mehr karmesinrot. Aus dem merkwiirdigen 
Zwitterspektrum, das bei py 4 zu beobachten ist, entwickeln sich mit 
steigendem py Spektren vom alkalischen Typus, mit fallendem py 
Spektren vom sauren Typus. 

Wurde Koprohefesuspension in verschiedene Fliissigkeiten mit 
bekanntem py gebracht, wie filtrierte Nahrlésung, Ammonphosphat, 
Brunnenwasser usw., so stellten sich sofort die bei dem betreffenden 
pu-Wert des Reihenversuchs beobachteten Fluoreszenz- und Spektral- 
erscheinungen ein. 

Als wir nun analoge Fluoreszenzserienversuche mit reinem Kopro- 
porphyrin in sehr verdiinntem Zustand ausfiihrten, traten dieselben 
GesetzmaBigkeiten auf wie zuvor. Hiermit war schon beim damaligen 
Stande unserer Resultate die folgende Deutung dieser Beobachtungen 
sehr wahrscheinlich geworden. 

Der Ampholyt Koproporphyrin hat in verdiinnter, wasseriger 
Lésung bei 10~* einen isoelektrischen Punkt, der durch ein Mini- 


! Wochschr. f. Brauerei 1928, 8. 478. 
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mum der Fluoreszenz und Zwitterspektren, die weder dem sauren 
noch dem alkalischen Typus angehéren, ausgezeichnet ist. Die all- 
mahliche Zunahme der Lichtemission und wachsende Differenzierung 
der Spektralerscheinungen nach der sauren bzw. alkalischen Seite 
ist durch die Zunahme der Ionisation des Porphyrins zu erklaren, 
das dann im ersteren Falle als Kation, im letzteren Falle als Anion 
in der Lésung dissoziiert ist, wahrend es im isoelektrischen Punkte 
in elektrisch neutralem Zustande vorliegt. 

Diese Auffassung konnten wir inzwischen auch durch viele Versuche 
zum Studium der Elektrophorese des Koproporphyrins im Apparat 
von Michaelis und Landsteiner- Pauli und andere physikalisch-chemische 
Beobachtungen stiitzen, die alle darauf hindeuten, daB der Wert 


— < 





fiir Koproporphyrin zwischen 1,6 . 104 und 6,3 . 10* liegt. 


Wahrend im folgenden mehr von der physiologischen Bedeutung der 
isoelektrischen Zone des Koproporphyrins die Rede sein wird, soll hier 
kurz die Wichtigkeit des elektrochemischen Verhaltens der Porphyrine in 
rein chemischer Hinsicht beleuchtet werden. Ahnlich wie die von R. Will- 
stdtter’ eingefiihrte Salzsaurezah| und Verteilungszahl diirfte das Studium 
des elektrochemischen Verhaltens und speziell die Festlegung der _ iso- 
elektrischen Zone der einzelnen Porphyrine dazu geeignet sein, neue Méglich- 
keiten zur Charakterisierung und Trennung von Porphyrinen zu eréffnen. 
Es wird sich dann auch zeigen, ob der mehr oder minder saure Charakter 
bzw. die Lage des isoelektrischen Gebiets in erster Linie durch die Zahl der 
Carboxylgruppen, den Sattigungsgrad der Seitenketten oder durch den 
Porpbinkern als solchen bestimmt werden. 

Die oben erwihnte Méglichkeit gilt natiirlich auch fiir andere Derivate 
und Spaltprodukte des Blut- und Blattfarbstoffs, soweit sie amphotere 
Eigenschaften haben. Hier interessiert vor allem die Frage: ,,Wie wird 
der elektrochemische Charakter eines Porphyrins verindert, wenn es einer- 
seits ganz oder teilweise verestert wird, wenn andererseits Metalle (Fe, 
Mg, Cu usw.) in komplexer Bindung eingefiithrt werden“. Das Studium 
dieser Frage kann unter anderem interessante Aufschliisse tiber die Bindungs- 
art des Eisens im Blutfarbstoff ergeben. 


Im Rahmen dieser physiologischen Arbeit wiirde es zu weit fihren, 
auf diese Resultate, die wir demnichst veréffentlichen werden, jetzt 
schon naher einzugehen. 

Wegen einer gewissen Beziehung zu unseren Kataphoreseversuchen 
soll hier auf die Arbeit von Dhéré und Sobolewski* hingewiesen werden, die 


feststellten, da8 Hamatoporphyrin in stark alkalischer Lésung und in 
Wasser kolloidal gelést zur Anode, in starker Essigsaéure gelést zur Kathode 


1 Willstdtter und Stoll, Untersuchungen iiber Chrophyll. Berlin, 


Springer 1913. 
2 C. r. des séances de la Soc. de Biol. 70, 511, 1911. 
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wandert. Von Dhéré? ist auch festgestellt worden, dab bei den Porphyrinen 
das Fluoreszenzlicht in saurer und alkalischer Lésung verschieden gefirbt 
ist. Dhéré hat geschlossen, da dieser Farbwechsel vom py abhangt. Es 
sind aber weder Messungen in dieser Richtung ausgefiihrt worden, noch 
Angaben itiber die Art dieser Abhingigkeit gemacht, oder Schliisse auf 
die Existenz und Bedeutung des isoelektrischen Punktes der Porphyrine 
gezogen worden. 

Zum Verstandnis des Folgenden wollen wir noch darauf hinweisen, 
daB der isoelektrische Punkt des Koproporphyrins, wie wir festgestellt 
haben, durch ein Minimum der Léslichkeit und damit Maximum der 
Flockbarkeit und Adsorbierbarkeit ausgezeichnet ist. 

Bei den oben erwahnten py-Reihenversuchen mit Koprohefe 
haben wir noch eine sehr wichtige Beobachtung gemacht. Als sich 
die Hefe in den Suspensionen nach langerem Stehen fast vollstandig 
zu Boden gesetzt hatte, fluoreszierten die klaren iiberstehénden Puffer- 
fliissigkeiten, und nach der Stirke der Lichtemission geordnet, ergab 
sich dieselbe Reihenfolge wie zuvor in den gepufferten Hefesuspensionen 
und wie bei dem Serienversuch mit reinem Koproporphyrin. Das 
legte den SchluB nahe, daB in den stark fluoreszierenden Ansitzen, 
also in denen, deren [H*] weiter von py 4 entfernt war, Koproporphyrin 
von der Hefe in die Fliissigkeit gegangen war. Diese Annahme bestatigte 
sich bei den folgenden Elutionsversuchen. 

Wird Koprohefe in verdiinnter, sekundirer Phosphatlésung sus- 
pendiert, kurz geschiittelt und dann zentrifugiert, so findet man etwa 
70 bis 80°, ihres urspriinglichen Porphyringehalts in der Elutions- 
fliissigkeit vor. Die Abwaschung des Porphyrins gelingt stets, gleich- 
giiltig, wie viele Fortziichtungen die Hefe unter den Bedingungen der 
Koprokultur hinter sich hat. Wir eluierten eine 1., 10., 17. und 30. Gene- 
ration mit annihernd demselben Erfolg. Wiederholt man die Phosphat- 
wasche 6fters, so findet sich im ersten Eluat fast alles ablésbare Por- 
phyrin vor, in den folgenden viel weniger. Der in der Hefe yerbleibende 
Rest scheint sich hartnackig der Elution zu entziehen. Statt des sekun- 
daren Phosphats kénnen andere puffernde Salze von neutraler oder 
schwach alkalischer Reaktion, soweit sie unschidlich fiir die Hefe 
sind, verwendet werden, z. B. Ammonphosphat, Natriumbicarbonat, 
Natriumacetat usw. Auch Miinchener Leitungswasser und Kopro- 
naihrlésung berauben die Koprohefe weitgehend ihres Porphyrins. 
Endlich gelingt die Elution teilweise auch im stirker sauren Medium 
(px 2), doch entfernt man sich damit mehr von den physiologischen 
Bedingungen. 

Besonders hervorgehoben mu werden, daB die ausgewaschene 
Hefe vollkommen intakt war. Atmung und Garung, unter aeroben 


1C. R. d. l’Acad. d. Sciences 1838, 321. 
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wie anaeroben Bedingungen im Respirometer gemessen, waren durch 
den ElutionsprozeB nicht geschwicht worden. Nur eine unbedeutende 
,, Umstimmung* des Stoffwechsels konnte beobachtet werden. Auch die 
Zahl der toten Zellen war gleich geblieben, die Fortpflanzungsfahigkeit 
ebensogut. 

Wichtig ist, daB die gewaschene Koprohefe nach dem Befund 
von Herrn Dr. Mayer so gut wie keine fluoreszierenden Zellen mehr 
enthielt, obwohl ihr Porphyringehalt nicht unbetrachtlich war. Somit 
ist das die Rotfluoreszenz der Koprozellen verursachende Kopro- 
porphyrin abgelést worden. 

Es ist nun erwiesen, da8 in Koprohefe, als Ganzes betrachtet, 
das Porphyrin verschieden lokalisiert ist. Wahrend nur ein kleiner 
Teil in der Hefe sitzt und sich hartnackig der Elution entzieht, 
ist der Hauptanteil so auf der Zelle abgelagert, dai er ohne Schadigung 
der Hefe abgelést werden kann. Die Elution wird erreicht durch stark 
verdiinnte Pufferlésungen von neutraler bis schwach  alkalischer 
Reaktion. Es ist unseres Wissens kein Fall bekannt, daB aus lebender 
Hefe sich unter derart schonenden Bedingungen irgendein Enzym, 
Coenzym oder sonst ein integrierender Bestandteil des Zellplasmas 
auslésen lieBe, und wir halten es fiir erwiesen, daf} in Koprohefe der 
gréBte Teil des Porphyrins oberflachlich an die Hefe gebunden ist. 

Die Tatsache, daS das Porphyrin nur locker an die Hefe ge- 
bunden ist, ist man -versucht, so zu deuten, daB das Pigment als eine 
Schlacke ohne wesentliche Bedeutung fiir die Hefe zu betrachten ist. 
Dies trifft wohl fiir den leicht abwaschbaren Teil zu, es ist aber zu 
bedenken, da der kleine in der Hefe verbleibende Bruchteil hinreichend 
sein kann, die dem Porphyrin in der Hefe zukommenden Funktionen 
zu verrichten. 

In der bakteriologischen Literatur finden sich zahlreiche Angaben 
iiber die Farbstoffproduktion durch Mikroorganismen, besonders durch 
Bakterien. Bei den letzteren wird nur bei einigen Arten, wie z. B. den 
Purpurbakterien, der Farbstoff intracellular aufgespeichert und hat hier 
bestimmte Funktionen zu verrichten, wihrend bei weitaus den meisten 
Pigmentbakterien der Farbstoff aus der Zelle ausgeschieden wird. 

Bei der Jetzteren Gruppe ist unter anderem Bact. pyocyaneum, Bact. 
fluorescens zu nennen. Bei der Koprohefe liegen die Verhaltnisse etwas 
komplizierter. Wir wissen auch noch nicht, welche Funktionen dem Kopro- 
porphyrin zukommen. 

Sucht man unter den Vorkommen der Porphyrine im Tier- und Pflanzen- 
reich nach einem Falle, bei dem Porphyrin in ahnlicher, lockerer Bindung 
vorliegt, so st68t man auf den roten Farbstoff Turacin, der in den Schwung- 
federn verschiedener afrikanischer Heimvogelarten vorkommt und aus 


diesen, wie Church! und spater Laidlaw? gezeigt haben, ebenfalls leicht 


1 Proc. Roy. Soc. 17, 436, 1896. 
2 Journ. of Phys. 31, 464, 1904. 
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mit stark verdimntem Alkali ausgewaschen werden kann. Dab Turacin 
mit dem Kupferkomplexsalz des Uroporphyrins identisch ist, haben be- 
kanntlich HV. Fischer und Hilger bewiesen'. 

Wie erwahnt, wird aus der Koprohefe im neutralen bzw. schwach 
alkalischen Medium das Porphyrin zum gréBten Teile eluiert, ein Vor- 
gang, der sich auch bei jeder Uberimpfung von Koprohefe in neue Niihr- 
lésung, deren Reaktion neutral bis schwach alkalisch ist, wiederholt 
und das Verschwinden der Koprozellen verursacht. Nun konnten 
wir mit groBer RegelmaBigkeit feststellen, da am Ende einer Kopro- 
kultur die Lésung um so weniger Porphyrin enthielt, je naiher das 
pu nach beendigter Garung dem isoelektrischen Punkte des Kopro- 
porphyrins gekommen war*. Da die geerntete Hefe dann meistens 
makroskopisch wie mikroskopisch priachtige Fluoreszenzerscheinungen 
zeigte und bei der Extraktion hohen Porphyringehalt aufwies, lag 
die Annahme sehr nahe, da in den letzten Phasen der Girung das 
Porphyrin an der Hefe adsorbiert worden ist. 

Tatsachlich konnten wir diesen rein physikalisch-chemischen 
Vorgang auch auBerhalb der Koprokultur an verschiedenen Hefen 
verwirklichen. Man list Porphyrin in einem neutralen bis schwach 
alkalischen Puffer auf, etwa in sekundarer Phosphatlésung, gibt die 
Hefesuspensionen zu und titriert durch allmahlichen Saurezusatz 
elektrometrisch auf py 4. Bei dieser schonenden Operation, die ganz 
den physiologischen Bedingungen der Hefegarung angepaBt ist, laBt 
sich Porphyrin in sehr groBer Verdiinnung von 1: 10° und darjiber 
so gut wie quantitativ an Hefe adsorbieren. Auber mit Hefe gelingt 
die Adsorption an andere Adsorbentien, wie Kaolin, Cellulose, Tier- 
kohle, Kieselgur usw. 

Das Wesentliche bei diesem Adsorptionsvorgang ist, daB die 
Lésung, in der das Porphyrin anfangs bei neutraler bis schwach alkali- 
scher Reaktion gelést war, auf die Wasserstoffionenkonzentration 
gebracht wird, bei der das Koproporphyrin isoelektrisch ist, eine minimale 
Léslichkeit aufweist und sich an geeigneten Kérpern von starker Ober- 
flachenentfaltung niederschlagt. Zu einer Abscheidung in grobdisperser 
Form kommt es bei diesen starken Verdiinnungen nicht. 

Interessant ist nun, wie unterschiedlich sich die Hefe je nach 
ihrem Zustande bei der Porphyrinadsorption verhalt. Virulente Hefe 
nimmt das Porphyrin zwar aus der Lésung heraus, wenn auch nicht 
so quantitativ wie durch Autolyse geschwichte oder durch Trocknen 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 167, 1923. 

2 Eine Ausnahme bildete die Garfliissigkeit von den 100g Hefe 
10. Generation und von den 70g Hefe 17. Zucht. Sie erklart sich dadurch, 
daB wir es versiumt hatten, die GargefaBe umzuschiitteln. Auf die am 
Boden sitzende Hefe konnte das Porphyrin nicht aufziehen. 
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oder Giitstoffe abgetétete Hefe, fluoresziert aber so gut wie gar nicht, 
weder als Paste im ultravioletten Licht betrachtet, noch bei der 
fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung. Nur ein __ blauliches 
Fluoreszenzlicht ist im ersteren Falle zu beobachten, das allerdings 
ein Emissionsspektrum gibt. Ein geringer Prozentsatz von Zellen 
zeigt deutlichere Rotfluoreszenz. Dieser stimmt mehr oder minder 
gut mit der Zahl der mit Methylenblau anfairbbaren Zellen tiberein. 

Natiirlich autolysierte Hefe dagegen nimmt den Farbstoff voll- 
standiger auf, fluoresziert schén rot, zeigt bei der mikroskopischen 
Betrachtung prachtig rot fluoreszierende Zellen und unterscheidet sich, 
was ihre Fluoreszenzeigenschaften betrifft, nicht von einer lang fort- 
geziichteten natiirlichen Koprohefe, auBer daB ihr Gehalt an rotfluores- 
zierenden Zellen meistens noch héher ist. Auch hier deckt sich die 
Zahl der rotfluoreszierenden Zellen meistens mit derjenigen der Methylen- 
blauzellen. 

Am besten gelingt die Adsorption an Trockenhefe oder mit Chloro- 
form, Toluol usw. vergiftete Hefe, die dann enorme Luminiszenz- 
erscheinungen aufweist und bis zu 100°, rotfluoreszierende Zellen 
enthalt?. 

Diese Feststellungen sind in mehr als einer Hinsicht von Wichtigkeit. 
Da8B es uns gelungen ist, die Bedingungen fiir die Porphyrinaufnahme 
verschiedener Hefen aus fliissigem Medium zu finden, bedeutet zunachst 
einen Fortschritt, da damit ein wichtiger Teilvorgang bei der natiirlichen 
Koprokultur, namlich das Entstehen rotfluoreszierender Zellen am 
Ende der Garung imitiert' worden ist und dadurch seine vollstandige 


1 In adsorbierter Form verhalt sich also das Porphyrin in bezug auf 
seine Fluoreszenz anders als in verdiinnter Lésung. Wabhrend bei py 4 
eine verdiinnte Koprophorpyrinlésung, wie oben erwahnt worden ist, 
durch minimale Starke des Fluoreszenzlichtes ausgezeichnet ist, fluoresziert 
das isoelektrische Porphyrin in adsorbiertem Zustande sehr deutlich. 

Besser als an Hefe la8t sich die Fluoreszenz von adsorbiertem Porphyrin 
mit anderem Material studieren und die gemachten Beobachtungen kénnen 
dann auf Hefe modifiziert iibertragen werden. Wir adsorbierten Porphyrin 
in verschiedener Konzentration an Filtrierpapier und konnten beobachten, 
daB dasselbe auch nach dem Trocknen eine intensive Rotfluoreszenz aufweist, 
aber nur dann, wenn eine aéuBerst geringe Menge von Porphyrin vorhanden 
ist, die beim Betrachten am Tageslicht kaum als roter Hauch zu erkennen 
ist. Wird die Farbung deutlich und damit die Menge von adsorbiertem 
Porphyrin gréBer, so verschwindet die Fluoreszenz. Wir kénnen also 
annehmen, da8 adsorbiertes Porphyrin nur dann fluoresziert, wenn es in 
sehr dimner Schicht, vielleicht nur in einigen Molekiilschichten auf dem 
Adsorbens sitzt. 

In diesem Zusammenhang soll auch die Tatsache erwahnt werden, 
da8 kristallisierte Porphyrinpraparate und auch kolloidale Porphyrin- 
lésungen nicht fluoreszieren. In isoelektrischen Lésungen liegt des Por- 
phyrin selbst in enormer Verdiinnung in kolloider Form vor. 
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Aufklarung gefunden hat. Die friiheren Arbeiten', bei denen die An- 
farbung selbst mit Porphyrinkonzentrationen bis zu m/1000 miBlungen 
ist, enthalten fiir diesen Vorgang noch keine plausible Erklirung. 

Durch unsere Versuche ist auch verstandlich geworden, wie die 
lockere Bindung des Porphyrins an die Hefe zustande kommt, ferner 
welche Ursachen dem Parallelgehen von Rotfluoreszenz und Methylen- 
blauauffarbbarkeit der toten Koprozellen zugrunde liegen. 

Wichtiger ist, daB man nunmehr in der Lage ist, ohne weiteres 
den spezifischen EinfluB, den das adsorbierte Koproporyphrin auf die 
Hefe ausiibt, und die Rolle, die es in der Koprokultur spielt, systematisch 
studieren zu kénnen. Verglich man, wie wir das bisher getan haben, 
irgend eine Stoffwechselfunktion der Koprohefe mit normal geziichteter 
Hefe und erhielt dabei auch deutliche und interessante Unterschiede, 
so war es unmdglich, bei der Diskussion zu entscheiden,-ob die ge- 
fundene Veranderung nun als ein spezifischer EinfluB des angereicherten 
Koproporphyrins zu werten sei, oder ob sie allgemein in der Umziichtung 
und Anpassung an die neuen Kulturbedingungen ihre Ursache habe. 
Nunmehr kann die spezifische Wirkung des Porphyrins, das wir der 
betreffenden Hefe auch in der gleichen, adsorptiven Bindungsart 
applizieren kénnen, auf ihren Stoffwechsel oder ihre Fortpflanzungs- 
fahigkeit gepriift werden. 

Wir verweisen auf die Methodik unserer Adsorptionsversuche im 
speziellen Teile. Im Prinzip gestaltet sich ein Versuch, bei dem obiges 
Ziel erreicht werden soll, etwa so, daB wir mit je einer Probe der Hefe 
in beiden Fallen genau dieselben zur Adsorption notwendigen Mani- 
pulationen vornehmen, nur daB im einen Falle Porphyrin anwesend 
ist, wahrend es im Blindversuch fehlt. Die abzentrifugierten Hefen 
sind dann Vergleichsobjekte, die sich in nichts anderem unterscheiden 
als im Porphyringehalt, wobei das Porphyrin an die ,,kiinstliche Kopro- 
hefe*‘ in analoger Weise gebunden worden ist, wie dies beim Vorgang 
der natiirlichen Koprokultur geschieht. Sie kénnen nun z. B. im 
Warburgschen Respirometer auf ihre Stoffwechselquotienten untersucht 
werden. Uber Versuche in dieser Richtung, die gemeinsam mit Herrn 
Diplomingenieur Weber durchgefiihrt werden, werden wir niachstens 
berichten. 

Wird bei derartigen Versuchen mit oder ohne vorhergehender 
Belichtung gearbeitet, so ist es méglich, auch noch den Sensibilisierungs- 
effekt zu studieren. Es ist auch die Adsorption anderer fremder Por- 
phyrine an Hefe und deren spezifische Wirkung auf dieselbe ins Auge 
zu fassen, sowie die Adsorption verschiedener Porphyrine an mikro- 
skopische Lebewesen, z. B. Paramaecien, die schon bei den friiheren 


1 R. M. Mayer, a.a.O., 8. 61, 66. 
Biochemische Zeitschrift Band 211. 6 
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Sensibilisierungsversuchen als Versuchsobjekte verwendet worden sind, 
und endlich auch an Gewebsschnitte. 

Es wird sich so ermitteln lassen, ob zwischen der sensibilisierenden 
Wirkung von adsorbiertem und gelést verteiltem Porphyrin Unter- 
schiede bestehen. 

Diese Feststellung diirfte von Bedeutung sein, da EF. N. Rask und 
W.H. Howell! annehmen, daB bei Sensibilisierungsversuchen Hamato- 
porphyrin sich mit einer Substanz in den Geweben verbindet, und dab 
das Licht dann auf diese Verbindung einwirkt. Auch auf einem ganz 
anderen Gebiet, naimlich dem der Chinaalkaloide, ist von Seibun Mayeda?® 
erkannt worden, daB die Wirkungsstarke eine Funktion der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Mediums ist und da8 der Wirkungsmechanismus, 
physikalisch-chemisch betrachtet, einen Adsorptionsvorgang darstellt. 

Vielleicht spielen nachtragliche Adsorptionsvorgange auch eine 
Rolle bei der Praparierung histologischer Praparate von Porphyrin- 
kranken mit den meist sauer reagierenden Fixierungsfliissigkeiten, 
wie Orthschem Gemisch, Zenker scher Flissigkeit, und es ist leicht méglich, 
daB das von Borst und Kénigsdérffer? beobachtete Auftreten von 
adsorbierten oder kristallisierten Porphyrinen in fixierten Petry- 
organen bisweilen darauf zuriickzufiihren ist, da die zu Lebzeiten in 
den Siften und Geweben gelést verteilten Porphyrine sich beim Fixie- 
rungsprozeB an bestimmten Zellen ausgeschieden haben. Diese Autoren 
ziehen selbst in manchen Fiillen einen Einflu8 der Fixierung in Betracht. 

Leider ist es bei den in der Literatur beschriebenen Fallen von 
menscblicher Porphyrie bisher versiumt worden, die H*-Konzentration 
im Blute und anderen Korperfliissigkeiten der Patienten zu bestimmen. 
Wenn auch eine so starke Siuerung, wie sie zur optimalen Adsorption 
des Koproporphyrins notwendig ist, im Organismus eines lebenden 
Menschen so gut wie ausgeschlossen ist‘, so kann doch auch schon eine 
geringere py-Verschiebung nach dem Sauren® das Gleichgewicht zwischen 
diffus geléstem und adsorbiertem Porphyrin andern. Und, um die 
Analogie zur Koprohefe noch weiter auszubauen, kénnen beim Por- 
phyrinkranken gewisse Organe und Gewebspartien in einer fiir die 
Porphyrinaufnahme giinstigen, verinderten Form vorliegen, die dann 


1 Nach Ref. im Chem. Centralbl. 1928, II, 68. 

2 Diese Zeitschr. 197, 410 bis 417, 1928. 

3 M. Borst und H. Kénigsdérffer jr., Untersuchungen tiber Porphyrine. 
Leipzig, Hirzel, 1929. 

4 Uber die Wasserstoffzahl in verschiedenen Fliissigkeiten des lebenden 
Organismus vgl. L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin, 
Springer, 1914. 

5 Der erhéhte Saéuregrad kann méglicherweise auch die Bildung des 
Porphyrins giinstig beeinflussen. Dafiir spricht die in allerletzter Zeit 
gemachte Beobachtung, daB auch bei der Kultur von Hefe in schwach 
saurer (pq 4) Bierwiirze Porphyrinanreicherung auftritt. 
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in diesem Verhalten an die autolysierten und toten Hefezellen er- 
innern wiirde. 

Endlich wollen wir noch kurz auf die praparative Seite der Por- 
phyrinadsorption hinweisen. Soll aus groben Mengen einer Fliissigkeit 
mit sehr geringem Porphyringehalt (etwa aus Harn) das Porphyrin 
gewonnen werden, so bringt man dieselbe auf das richtige py 
und schiittelt mit einem geeigneten Adsorbens. Aus dem Adsorbat 
kann der Farbstoff nach dem Zentrifugieren dann mit den iiblichen 
Methoden gewonnen werden. 


Die Anwendung von Adsorbentien bei der Isolierung von Por- 
phyrinen in ahnlichen Fallen ist zwar nicht neu und wurde schon friiher 
von H. Fischer? angewandt, der sich des Aluminiumhydroxyds und 
der Seide bediente. Die Adsorption wird aber um so gréBeren Erfolg 
haben, wenn auch noch die Ionisationsverhaltnisse des Porphyrins 
Beriicksichtigung finden. Dies setzt allerdings die Kenntnis der iso- 
elektrischen Zone des zu isolierenden Porphyrins voraus, die im Vor- 
versuch an reinen Praparaten bestimmt sein muB. 


Spezieller Teil. 
I. Methodisches. 


Die Eztraktion des Porphyrins aus Hefe, Hefeeluaten und Garfliissig- 
keiten wurde mit der Fischerschen Eisessig-Athermethode ausgefiihrt. 
Um Verluste zu vermeiden, verfolgten wir den Gang der Isolierung und 
Reinigung im kurzwelligen Lichte einer Analysen-Quarzlampe. Das Auf- 
leuchten in prachtigem Rot gibt AufschluB dariiber, wo sich das Porphyrin 
befindet, ob es z. B. aus‘ einer Lésung quantitativ in das _ betreffende 
Extraktionsmittel gegangen ist. 


Man darf aber nicht unterlassen, auch noch die spektroskopische 
Untersuchung zur Kontrolle heranzuziehen. Dies gilt besonders fiir die 
mit 5°%, HCl extrahierte Restatherlésung, die bisweilen Porphyrin in 
Form des nicht fluoreszierenden Cu- oder Zn-Komplexsalzes -enthalten. 

Die quantitative Bestimmung des isolierten Koproporphyrins wurde in 
dem vorziiglichen Prazisionsmikrokolorimeter von LE. Leitz-Wetzlar aus- 
gefiihrt, das uns die Firma Lautenschlager in liebenswiirdiger Weise fiir 
unsere Versuche zur Verfiigung stellte. 

Zum kolorimetrischen Vergleich wurde das aus Hefe gewonnene Kopro- 
porphyrin aus dem Ather in 5°%Gige HCl gebracht. Die Standardlésungen 
waren aus reinem, auf synthetischem Wege hergestellten Koproporphyrin 
hergestellt, das wir dem groBen Entgegenkommen von Herrn Geheimrat 
Fischer verdanken. Die genau abgewogene Menge wurde in wenig NaOH 
gelést, dann mit 5 °,iger HCl auf das gewiinschte Volumen gebracht. Spéater 
haben wir auf Anraten von Herrn Geheimrat Fischer den leichter aschefrei 
darzustellenden Tetramethylester in wenig konzentrierter HCl verseift und 
dann mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt, so dab die 
Salzsiurekonzentration 5°, betrug. Die erhaltenen Werte wurden auf 
freies Porphyrin umgerechnet. Da die Haltbarkeit salzsaurer Porphyrin- 


6* 
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losungen eine begrenzte ist, wurden fiir jeden wichtigeren Versuch neue 
MeBlésungen hergestellt. 

Die spektroskopische Messung der Lichtabsorption der Porphyrine in 
essigsiiurehaltiger Atherlésung, Salzsiure oder Pyridin geschah mit einem 
Taschenspektroskop mit MeBeinrichtung und Wellenlangentrommel der 
Firma R. Fuess, Berlin-Steglitz. Mit dem sehr handlichen Instrument 
wurden auch die durch Bestrahlung mit kurzwelligem Licht erzeugten 
Emissionsspektren von Porphyrinlésungen, Koprohefensuspensionen usw. 
gemessen und die erhaltenen Wellenlangenzahlen verglichen mit den aus 
der reinen Porphyrinlésung erhaltenen. 

Eine Analysen-Quarzlampe der Firma Heraeus, Hanau, erzeugte die 
zur Erregung der Porphyrinfluoreszenz passende kurzwellige Strahlung; 
das vorgeschaltete Schwarzglasfilter 1aBt laut Prospekt hauptsachlich 
Strahlen von der Wellenlange 400 bis 360 wu durch. 

Die Glykogenbestimmung hat Herr Dipl.-Ing. Weber ausgefiihrt nach 
der von Lévgren im Eulerschen Institut! ausgearbeiteten Modifikation der 
alten Methode von Pifliiger*. Neuerdings bedienten wir uns mit gutem 
Erfolg der von A. Slosse? angegebenen Mikromethode, bei der noch mit 
0,5 bis 1,0g abgepreBter Hefe gut iibereinstimmende Resultate erhalten 
werden kénnen. Wahrend wir uns beziiglich der Abtrennung und Hydrolyse 
des Glykogens genau an die dort gegebenen Vorschriften hielten, wurde die 
Bestimmung der Glykose nach der Hydrolyse nicht nach Hagedorn-Jensen, 
sondern nach Bertrand ausgefiihrt. 

Zur EiweiBbestimmung wurden annéihernd 0,5g abgepreBbter Hefe von 
bekanntem Trockengewicht mit konzentrierter Schwefelséiure unter Zusatz 
von Kupfersulfat und Quecksilber aufgeschlossen und das_ gebildete 
Ammoniak nach dem Uberdestillieren titriert. Die erhaltenen Stickstoff- 
werte sind mit 6,25 multipliziert und auf 100g Trockensubstanz um- 
gerechnet (vgl. Tabelle auf S. 70). 

Samtliche Messungen der Wasserstoffionenkonzentration sowie der 
elektrometrischen Titrationen wurden mit dem Elektro-lonometer nach 
Prof. Dr. H. Liiers der Firma F. & M. Lautenschlager ausgefiihrt. Ver- 
wendet wurde teils die Wasserstoff-, teils die Chinhydronelektrode. 

Die Methylenblaufdrbung zum Nachweis der toten Hefezellen wurde 
in der Thoma-Zeissschen Zahlkammer ausgefiihrt. 1 Trépfchen der Hefe- 
suspension wurde mit 2 Trépfchen Methylenblaulésung 1 : 10000 vermischt. 
Nach 2 Minuten wurde ausgezahlt. 


Hefestamm. Fir die Versuche wurde eine Reinkultur von Saccharo- 
myces Anamensis verwendet, die uns von der biologischen Abteilung 
unseres Instituts zur Verfiigung gestellt wurde. 

Ndhrlésung. Die Zusammensetzung der Nahrlésung war wieder 


die folgende: 1 Liter Miinchener Leitungswasser, 100 g Rohrzucker, 
1 g Harnstoff, 0,5 g Calciumchlorid (wasserfrei), 0,4 g Magnesiumsulfat, 


1 Vgl. H. v. Euler, H. Fink und R. Nilsson, Zeitschr. f. Physiol. Chem. 
158, 320, 1926. 

2 Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethod. 

3 C.r. Soc. Biol. 97, 1810 bis 1812, 1927. 
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0,75 g Monokaliumphosphat nach Sérensen, 0,25 g Dinatriumphosphat 
nach Sérensen; bei den ersten Ziichtungen (Stamm I, Zucht 1 bis 4) 
auBerdem noch 0,4 g Caleiumcarbonat. 


Ziichtungsverfahren. Fir die Zwecke unserer Arbeit muBte ein 
Verfahren gefunden werden, das uns gestattete, Hefe in Reinzucht 
durch viele ,,Generationen“ zu ziichten und uns dabei auch die Méglich- 
keit gab, jederzeit Proben zu entnehmen und auch gelegentlich gréBere 
Ausbeuten an Hefe zu erzielen. Wir erreichten dies durch folgende 
Anordnung, die im wesentlichen eine verkleinerte Modifikation der 
neuerdings in Brauereibetrieben angewandten Reinzuchtanlage des 
Nathan-Instituts, Ziirich, darstellt (vgl. Abb. 1). 





Abb. 1. 4 


Ein als VorratsgefaB fiir die Naihrlésung dienender 5-Liter-Rund- 
kolben ist durch einen seitlichen Ansatz, ahvlich dem der Pasteur- 
kolben, mittels eines ausgekochten Gummischlauchstiickes mit einem 
Dreiwegerohr verbunden. Die gleiche Verbindung geht von einem 
1-Literkolben (Garkolben) an den zweiten Schenkel des Dreiwegestiickes, 
wahrend der dritte Schenkel durch ein kurzes Schlauchstiick mit Glas- 
stopfen abgeschlossen ist. Samtliche Schlauchstiicke sind auBerdem 
noch durch Quetschhihne abgesperrt. Die Hiilse der beiden Kolben 
sind durch Wattepfropfen steril verschlossen. In einem Falle ver- 
wendeten wir auch gewéhnliche Pasteurkolben, bei denen in Anbetracht 
der groBen Dimension zur Sicherung der Sterilitaét der ausgezogene 
Hals vor der unteren Kriimmung abgeschnitten und statt dessen mit 
Watte gefiillte Chlorcalciumréhren mit Gummischlauch _befestigt 
worden waren. Auch diese Anordnung hat sich gut bewilhrt. 


Der Vorratskolben wird bis zum Ansatz gefiillt, in den Garkolben 
kommt nur so viel Nabrlésung, als fiir die Einimpfung notwendig ist. 
Dann wird die Apparatur zusammengeschlossen und zweimal sterilisiert, 
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worauf der Garkolben im Impfkasten mit der Hefereinkultur beschickt 
wird. Das Fiillen des Raumes zwischen den Quetschhahnen mit Alkohol 
erhéht die Sicherheit der Sterilitat und verhindert ein unerwiinschtes 
Ubergreifen der Girung auf das Vorratsgefa8. Will man im Laufe der 
Girung oder nach Beendigung derselben Nahrlésung aus dem Vorrats- 
kolben nachfiillen, so wird zuerst der Alkohol aus dem Dreiwegestiick 
entfernt und im letzteren Falle nach Offnen der Quetschhihne 1 und 2 
die verbrauchte Nahrlésung entfernt. Danach kommt in das Drei- 
wegestiick wieder Alkohol, der nach einigen Minuten entfernt wird. 
Nach Offnen der Hahne 2 und 3 wird der Garkolben aus dem Vorrats- 
kolben gefillt. Dann wird wieder geschlossen und das Dreiwegestiick 
erneut mit Alkohol gefiillt. 

Zur Erzielung gréBerer Hefemengen wird eine ausreichende Hefe- 
gabe aus dem Garkolben in den zu drei Viertel gefiillten Vorratskolben 
iibergefiihrt, dieser im Impfkasten abgetrennt und verschlossen. Der 
Garkolben wird mit einem neuen Vorratskolben zusammengeschlossen, 
wodurch die Weiterziichtung des Stammes erméglicht wird. Als be- 
sonderer Vorzug erwies sich die Méglichkeit, jederzeit Proben entnehmen 
zu kénnen, ohne daS die Reinzucht Infektionsgefahren ausgesetzt 
wire. Beim Dekantieren und Auffiillen ist lediglich darauf zu achten, 
daB keine Hefe in das Vorratsgefa kommt, wenn das nicht beabsichtigt 
ist. Es kann das leicht vermieden werden, wenn man beim Uberfiillen 
den groBen Kolben hinreichend hoch halt, damit ein Zuriicksteigen 
unméglich wird. Lediglic, zum Zwecke des ZusammenschlieBens des 
Girkolbens mit einem frisch gefiillten und sterilisierten Vorratskolben 
ist ein Arbeiten im Impfkasten erforderlich. 

Dieses Verfahren wird in unserem Institut neuerdings auch zur Her- 
fiihrung von Hefereinkulturen fiir Brauereien angewandt und hat sich 
bisher sehr gut bewaéhrt. Die Arbeitsvereinfachung gegeniiber dem tiblichen 
Verfahren, bei dem eine Reihe von Pasteurkélbchen steigender GréBe ver- 
wendet werden, ist betrachtlich. wenn man bedenkt, da®B zur Erzeugung 
einer 5-Liter-Hefereinkultur in Wiirze fiinf bis sechs Kolben sterilisiert 
und beimpft werden miissen. 


Biologischer Verlauf. 


Zur Herfiihrung von unseren Koprohefenstammen I, II und III 
wurde der Vorratskolben mit der ,,Kopronahrlésung* gefiillt, wahrend 
der Girkolben mit etwa 50 ccm Wiirze beschickt wurde. Nach dem 
Sterilisieren wurde letzterer Kolben mit einer Ose von Sacch. Anamensis 
beimpft. 

Nachdem sich in der Wiirze ein kraftiger Stamm entwickelt hatte, 
wurde das abgegorene Bier mit fast aller Hefe fortgegossen und aus 
dem Vorratskolben etwa 100 ccm Nahrlésung auf die noch vorhandene 
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Hefe gefiillt. Nach beendeter Girung wurde dekantiert und diesmal 
mit etwa 500 ccm Nahrlésung aufgefiillt. Von nun an wurde alle 10 bis 
14 Tage dekantiert, der griBte Teil der Hefe fiir die Untersuchungen 
entnommen und neue Nahrlésung in den Girkolben gefiillt. (Die 
jeweils in der zum ersten-, zweiten-, drittenmal usw. aufgefiillten Nahr- 
lésung gewachsene Kultur wird als 1., 2., 3. usw. Zucht oder ,,Generation* 
bezeichnet.) Die Dekantate wurden stets mikroskopisch auf Reinheit 
untersucht. Infektion konnte nicht festgestellt werden. 


Die Garung war jeweils bei einer mittleren Temperatur von 20 bis 
23° C (erhebliche Schwankungen traten nicht auf) nach 10 bis 14 Tagen 
beendet. Die Hefe hatte sich zu Boden gesetzt und die Kohlensaure- 
entwicklung aufgehért. Von der dritten Zucht ab war das abgegossene 
Dekantat voéllig klar (die reichliche Siurebildung liste die Phosphat- 
niederschlage auf). . 


Die Kolben standen im diffusen Tageslicht. 


Fiir die Atmungs- und Fluoreszenzversuche, sowie die sonstigen 
Proben wurde alle Hefe entnommen, bis auf einen kleinen Rest, der eben 
zur Weiterziichtung der Kultur ausreichte. 


Am Ende der siebenten Zucht wurde fast die ganze Hefe des 
Stammes II in 5 Liter Nahrlésung abgezweigt und zur Erzielung einer 
groben Hefemenge noch zweimal in je 10 Liter Nahrlésung weiter- 
geziichtet (neunte und zehnte Parallelzucht). Der Hauptstamm ent- 
wickelte ‘sich auch weiterhin recht gut. 


Auch nach der 14. Zucht von Stamm II wurde eine Abzweigung 
vorgenommen, die zu einer gréBeren Menge von Koprohefe 17. Ziichtung 
fiihrte. Hierbei trat aber eine Schwiichung des Hauptstammes auf, 
die dieser erst nach der 16. Zucht iiberwunden hatte. 


Methodik der Atmungs- und Gdrungsversuche. 


Die Atmungsversuche wurden nach der von Warburg! angegebenen 
und von Meyerhof* auf Hefe angewandten Methode durchgefiihrt. Der 
Stoffwechsel wurde in einer 5%igen Saeccharoselésung, der 0,5° Mono- 
kaliumphosphat nach Sérensen zugesetzt war, gemessen. In die Atmungs- 
trége der einzelnen Manometer kamen 0,5 ccm einer Hefesuspension von 
bestimmtem Gehalt an Trockensubstanz. Manometer 1 mit 3,0 cem Zucker- 
lésung und Manometer 2 mit 8,0cem Zuckerlésung wurden mit einem 
Gasgemisch, bestehend aus 95°, Sauerstoff und 5°, Kohlenséure gefiillt 
und dienten zur Messung von Atmung und aerober Gaérung. Manometer 3 
enthielt 5ccm véllig sauerstofffreie Zuckerlésung und wurde mit einem 
iiber einer gliihenden Kupferspirale sauerstoffrei gemachten Gasgemisch, 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924. 
2 O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 43, 1925. 
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bestehend aus 95°, Stickstoff und 5°, Kohlensaure, gefiillt und fand 
Verwendung zur Messung der anaeroben Géarung. Die Zuckerlésungen 
waren vor dem Ejinbringen in die Manometer mit den entsprechenden 
Gasgemischen gesattigt worden. 

Es wurde im Thermostaten bei 25°C bis zum Temperaturausgleich 
und zur Einstellung des Absorptionsgleichgewichts geschiittelt und dann 
alle 15 Minuten die Druckanderung bei gleichbleibendem Volumen bestimmt. 
Die Ausrechnung der Versuchsergebnisse erfolgte nach der von Rona! 
angegebenen Methode. Zur Kontrolle dienten Manometer 4 und 5. Mano- 
meter 5 erhielt 5cem Zuckerlésung und die gleiche Gasfiillung wie Mano- 
meter 1 und 2, waihrend durch Manometer 4, in dessen Atmungstrog sich 
ein mit 0,5 cem Kalilauge gefiillter Einsatz zur Absorbierung der gebildeten 
Kohlenséure befand, der Sauerstoffverbrauch direkt bestimmt werden 
konnte. Beide Methoden ergaben innerhalb der Fehlergrenzen iiberein- 
stimmende Resultate. Nach der von Warburg ausgefiihrten Fehlerrechnung 
ist bei den manometrischen Messungen mit einem Fehler von 3 % zu rechnen. 
Beriicksichtigt man noch die Fehler der Trockengewichtsbestimmung, so 
diirfte sich der Gesamtfehler bei einwandfreier Ausfiihrung auf maximal 
5% belaufen. 

Zu den tabellarisch aufgefiihrten Werten der Atmungsversuche ist 
zu bemerken, daB die entwickelten Kohlenséiuremengen, sowie der Sauer- 
stoffverbrauch auf Milligramm angewandter Trockensubstanz und 1 Stunde 
Versuchsdauer umgerechnet sind (Tabellen I bis III, Spalten 10 bis 12). 


Es bedeuten also: 

Qo, der pro Milligramm Trockensubstanz pro Stunde verbrauchte 
Sauerstoff. 

Qco, die durch Gaérung bei Gegenwart von Sauerstoff entstandene 
Kohlensaure. Sie resultiert aus der unter aeroben Bedingungen 
gebildeter, Gesamtkohlenséure, die sich aus der Bestimmung 
ergibt, dureh Abzug der dem _ Sauerstoffverbrauch  ent- 
sprechenden Atmungskohlenséuremenge in Kubikmillimeter. 
Hierbei muB nach Meyerhof allerdings die Voraussetzung 
gemacht werden, daB der verbrauchte Sauerstoff lediglich 
zur Oxydation des Zuckers gedient hat, der respiratorische 


Quotient also = 1 gesetzt werden kann. 
20d, die durch Gaérung bei Abwesenheit von Sauerstoff entstandene 
Kohlensaure. 


Der durch den Sauerstoff bei der aeroben Gérung wieder riickgangig 
gemachte Garungsstoffwechsel ergibt sich als 
N 
QW é. — Qo 02° 
Das Verhaltnis dieser Stoffwechselhemmung zum Sauerstoffverbrauch 


lil — II 
(in den Tabellen als — aor bezeichnet) ist ein Ma’ fiir den garungs- 


hemmenden EinfluB des Sauerstoffs, und eine Anderung dieser GréBe deutet 
auf eine Verainderung im Stoffwechsel hin. 


Setzt man nun fiir | cmm verbrauchter Sauerstoff = 0,00133 mg 
oxydierten Zucker und fiir 1emm Géarungskohlenséure = 0,004 mg _ ver- 


1 Rona, diese Zeitschr. 152, 504, 1924. 
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gorenen Zucker, so lassen sich die Verhaltnisse auf den Zuckerverbrauch 
umrechnen. Die auf diese Weise berechneten Verhaltnisse 


durch Sauerstoff an der Vergiérung gehinderter Zucker 
oxydierter (veratmeter) Zucker 
sowie 
aerob vergorener Zucker anaerob vergorener Zucker 
— ; unc ERK aSretgs  UneT Taaeaggaaas 
oyxdierter Zucker oxydierter Zucker 
finden sich in den Tabellen (Spalten 14 bis 16). 

AubBerdem ist zu den Tabellen zu erwahnen, daB Spalte 1 die Nummer 
der Zucht, Spalte 2 die Ziichtungsdauer in Tagen enthalt. In Spalte 3 sind 
einige unserer eigenen Beobachtungen und Angaben aufgefiihrt. Spalte 4 
und 5 geben AufschluB iiber das Anfangs- und End-pg, wahrend Spalte 6 


66 


den Grad der Vergérung durch Angabe des ,,scheinbaren Zuckergehalts 
ausdriicken soll. Da der Alkohol vor der Spindelung nicht erst abdestilliert 
worden ist, ist der Zuckergehalt tatsaichlich etwas héher. Spalte 7 enthalt 
die fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen der Herren Dr. Mayer und 
Dip].-Ing. Jordan meistens in dem uns mitgeteilten Wortlaut. Die folgenden 
Spalten gehéren zu den Atmungsversuchen und wurden schon erlautert. 


II. Ergebnisse der Atmungs- und Girungsversuche. 


Es liegt nahe, die Atmungs- und Girungsversuche unter Beriick- 
sichtigung der jeweils ausgezihlten, mit Methylenblau anfarbbaren, 
, toten** Zellen auszuwerten. Doch ist hierbei zu bedenken, daf bei 
der Berechnung des Trockengewichtsanteils der toten Zellen sich 
Schwierigkeiten ergeben, da das Gewicht der toten und der lebenden 
Zelle nicht gleich gesetzt werden darf. Andererseits ist auch nicht 
hinreichend geklairt, in welchem MaBe sich die anfarbbaren und in 
Autolyse begriffenen Zellen noch am Stoffwechsel beteiligen. Die 
nicht unbetrichtlich schwankenden Q-Werte allein geben kein Bild 
iiber den Typus des Stoffwechsels, da sie zu sehr vom Zustande der 
Hefe abhingen, sind aber ein Ma8 fiir ihre enzymatische Leistungs- 
fahigkeit. 

Bei den Proben aus den abgegorenen Substraten waren die Werte 
etwas niedriger als bei den Proben, die zur Zeit starkerer Gartatigkeit 
entnommen wurden. Die in den Tabellen aufgefiihrten Verhaltnisse 
(Spalten 13 bis 16) sind, wie schon erwahnt, bei gleichem Stoffwechsel- 
typus gleich, wenn auch die absolute GréBe der berechneten Q-Werte 
voneinander abweichen sollte, sie andern sich aber, sobald im Stoff- 
wechsel eine Veranderung auftritt. 

Bei der in Wiirze geziichteten Hefe treffen auf 1 Mol Zucker, das 
durch den Sauerstoff im aeroben Falle oxydiert wurde, 2 Mol Zucker, 
die dadurch vor der Garung bewahrt wurden. Dieses Verhiltnis erleidet 
bei Stamm I und II nur eine geringe Anderung bei den zuerst unter- 
suchten Zuchten. Erst bei den spiteren Generationen scheint der 
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Sauerstoff eine starker hemmende Wirkung auszuiiben. Die Oxydation 
von | Mol Zucker bewahrt dann 3 bis 5 Mol Zucker vor der Spaltung. 
Das Verhialtnis des aerob vergorenen Zuckers zum veratmeten 
Zucker (Spalte 14) zeigt bei Stamm I in der dritten und fiinften Zucht 
einen Riickgang. Bei Stamm II lag diese Abnahme erst bei der siebenten 
und zehnten Zucht. Das hierbei auftretende End-py war in der Nahr- 
lésung auf etwa 3,9 angestiegen. Analog liegen diese Verhiltnisse beim 
Verhaltnis des anaerob vergorenen Zuckers zum veratmeten Zucker. 
Auch hier ist die Atmung im Verhaltnis zum Garungsumsatz merklich 
gestiegen. Da uns bei Stamm I die entsprechenden Daten fiir die 
Wasserstoffionenkonzentration fehlen, kénnen wir noch nicht mit 
Sicherheit feststellen, inwieweit eine Abhangigkeit der Stoffwechsel- 
quotienten von der Wasserstoffionenkonzentration besteht. 

Als wir mit der Untersuchung begannen, hatten wir uns vor- 
genommen, die Kultur erst von der dritten und vierten Zucht ab genauer 
zu untersuchen, sowie die Atmung und Girung zu verfolgen, da nach 
H. Fischer’ notorisch von der vierten Zucht ab der Zustand der Kopro- 
hefe auftritt. Es erwies sich aber nachher als unbedingt notwendig, 
auch tiber die Verhaltnisse in den ersten Zuchten Aufklarung zu schaffen. 
Wir begannen deshalb mit der Ziichtung eines dritten Stammes, da die 
Vermutung nicht von der Hand zu weisen war, daf schon in der ersten 
Zucht grundlegende Anderungen im Stoffwechsel auftreten. Hierfiir 
sprechen besonders die von Euler und Fink? gemachten Beobachtungen, 
daB schon nach der ersten Zucht ia Kopronahrlésung rasch eine Anderung 
nicht nur im enzymatischen Verhalten, sondern auch in der Zusammen- 
setzung der Hefe auftritt. Diese Koprohefen erster Zucht waren, was 
die Bindung der Co-Enzyme betrifft, vollstandig in den Zustand einer 
obergiarigen PreBbhefe iibergegangen. Meyerhof*® erzielte eine ,,Um- 
stimmung® von Brauereiunterhefe schon durch 5- bis l5stiindigen 
Aufenthalt der Hefe in Zuckerlésung. Dadurch nahert sich die Unter- 
hefe in ihrem Verhalten dem der PreBhefe, d. h. das Verhiltnis des 
aerob vergorenen Zuckers zum oxydierten Zucker wird kleiner. 


Bei Stamm III (Tabelle III) wurden die Verhiltnisse von Anfang 
an genau verfolgt, und die Versuchsergebnisse bestatigten unsere weiter 
oben ausgesprochenen Vermutungen, da’ beim ersten Ubergang von 
der Wiirzekultur zur Koprokultur eine sprunghafte, schroffere Ver- 
schiebung eintritt als zwischen zwei spiteren Generationen. Auch der 
betrachtliche Koproporphyringehalt, den wir bei ersten Generationen 
festgestellt hatten, und die Eluierbarkeit des Porphyrins (vgl. 8. 109) 


1 H. Fischer und Hilmer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1538, 167, 1926. 
2 Euler und Fink, a. a. O. 
3 O. Meyerhof, a.a. O. 
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sprechen dafiir, das der Zustand der Koprohefen im wesentlichen schon 
in der ersten Generation erreicht wird. 

In der ersten Generation sinken die Q-Werte gegeniiber jenen 
der Wiirzekultur auf ungefaihr die Halfte. Ihre Verhiltnisse unter- 
einander andern sich in untergeordneterem Grade. Nach der zweiten 
Zucht tritt wieder eine Steigerung der Q-Werte ein, die, was die Atmung 
anbetrifft, auch weiterhin anhalt. Die Werte Qgo, und Qod, halten 
sich ungefaihr auf gleicher Hohe. Auffallig ist bei der zweiten Zucht 
auch der geringe EinfluB des Sauerstoffs auf die Garung; 1 cem Sauer- 
stoff verhindert die Bildung von nur 0,35 cem Géarungskohlensaure. 
Es bewahrt also die Veratmung von | Mol Zucker nur | Mol Zucker 
vor der Vergirung. Bei der dritten und vierten Zucht wird der Sauer- 
stoffeinfluB wieder etwas gréBer, um dann bei den weiteren Zuchten, 
die allerdings von Stamm I und II untersucht worden sind, das fiir 
die Wiirzekultur gefundene Ma’ bis zum ungefihr doppelten Wert 
zu iibersteigen. Dann tritt eine Stagnierung ein und der Typus des 
Stoffwechsels andert sich bis zur 17. Zucht nicht mehr wesentlich. 

Als wichtigstes Ergebnis unserer Ziichtungsversuche und der 
damit verbundenen Atmungsversuche kénnen wir feststellen, dal} 
dauernde Fortziichtung von Hefe in Kopronahrlésung méglich ist!, 
und daB auch die am Jangsten kultivierten Koprohefen noch einen 
recht befriedigenden Stoffwechsel haben. 


Ill. Eingekende Untersuchungen an lang fortgeziichteten Koprohefen. 
Zehnte Generation von Stamm II. 


Von der siebenten Zucht eines unserer Koprohefestamme wurde 
ein Teil als Reinkultur abgezweigt und in gréBerem MaBstab propagiert. 
Nach dem Uberimpfen in 5, 10 und wieder in 10 Liter erhielten wir 
eine Hefeausbeute von tiber 100 g. Wir hatten nun Koprohefe zehnter 
Zucht, die fast 4 Monate ununterbrochen fortgeziichtet worden war, 
in so reichlicher Menge zur Verfiigung, daB eine eingehende Unter- 
suchung in chemischer wie physiologischer Richtung in Angriff ge- 
nommen werden konnte, auf deren Ergebnisse wir nun eingehen wollen 
(s. auch Tabelle II, Stamm II). 

In der dekantierten Fliissigkeit war der Zucker fast vollstandig 
vergoren. Sie enthielt noch 1,2°% Zucker. py = 3,62. Herr Dr. Fuchs, 
dem wir die Kultur zur biologischen Begutachtung vorlegten, be- 
zeichnete sie als vollkommen rein, Fremdorganismen irgendwelcher 
Art fehlten. 


! Bei vorliegender Revision waren wir bei Stamm I bei der 32., bei 
Stamm II bei der 30., und bei Stamm III bei der 18. Zucht angelangt. 
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Die Nahrlésung fluoreszierte sehr schwach (py!). Nach Zusatz 
von Saure bzw. Alkali wird die Fluoreszenz deutlicher, die Emissions- 
spektren sind mit denen von reinem Koproporphyrin identisch. 

In den 10 Litern der filtrierten Lésung waren 2,35 mg Porphyrin 
enthalten. 

Die Hefe sah sehr gut aus, war nicht schmierig, sondern trocken. 
und hatte muscheligen Bruch. Sie war stark rétlich gefarbt und roch 
frisch und brotartig. Trockengewicht 30,74. 

Beim Spektroskopieren zwischen Objekttragern fiel auf, daB der 
Koproporphyrinstreifen im Rot 623 sehr deutlich sichtbar war. Es 
sprach dies fiir sehr hohen Farbstoffgehalt, was sich auch tatsichlich 
bei der Extraktion bestatigte. Im tibrigen lag ein Mischspektrum von 
Porphyrin und Cytochrom vor. Vom Cytochrom waren die Streifen 
563 und 550 im Griin deutlich, wahrend der Streifen im Orange kaum 
sichtbar war. AuBerdem beobachteten wir noch ein Band mit dem 
Maximum 535, und bei stirkerer Verdiinnung tauchte ein Schatten bei 
etwa 505 auf. 

Zur weiteren Priifung auf Porphyrin und auf Himochromogen 
wurden 15g Hefe mit 30 ccm Pyridin extrahiert. Der klar filtrierte 
Extrakt war intensiv rot gefarbt und ergab in 5 cm Schicht am Spektro- 
skop deutlichen Doppelbefund von Hamochromogen und Kopro- 
porphyrin. Die deutlichsten Streifen lagen bei 621, 567, 558, 532, 502 say. 

Als am nichsten Morgen das leicht zersetzliche Hamochtomogen 
verschwunden war, lag ein reines Koproporphyrinspektrum in Pyridin 
vor. Durch Zusatz von etwas in hydrochinonhaltigem Pyridin geléstem 
Hamin konnte das urspriingliche Mischspektrum wieder erhalten werden 

Es ist bemerkenswert, daB in dieser Koprohefe trotz oftmaliger 
Fortziichtung in kiinstlicher Nahrlésung unter praktisch anaeroben 
Bedingungen noch wirksames Cytochrom bzw. noch Hiamin vor- 
handen war. 

In dieser Koprohefe beobachtete Herr Dr. Mayer schitzungsweise 
25°, fluoreszierende Zellen. Die Zahl der toten, mit Methylenblau 
anfirbbaren Zellen belief sich nach unseren Feststellungen auf 14.2 
bis 16°,, bei Auszihlung von zweimal 800 Zellen. 


Die quantitative Porphyrinbestimmung wurde mit zwei Proben 
ausgefiihrt und ergab in befriedigender Ubereinstimmung 5,32 mg 
Farbstoff auf 100g abgepreBte Hefe oder 17,3 mg in 100g Trocken- 
substanz. 

Um AufschluB iiber den Ernahrungszustand der Hefe zu _ be 
kommen, wurde der Eiweibgehalt und Glykogengehalt bestimmt 
Zum Vergleich wurde in Wiirze geziichtete Anamensishefe herangezogen, 

Biochemische Zeitschrift Band 211. 
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die ebenfalls gleich nach beendeter Garung entnommen worden war. 
Die Werte sind aus der folgenden Tabelle zu entnehmen. Die Zahlen 
sind auf 100g Trockensubstanz berechnet und sind Mittelwerte aus 
je zwei Bestimmungen. 





Koprohefe Gewohnliche Hefe 
0 0 
Rr Oe aa ee 34,8 57,1 
Gigkogengehah . «ss + 0 0.0 — 23,8 15,5 


Zur Priifung der Wirksamkeit des Oxydoreduktase-Systems be- 
dienten wir uns der T'hunberg-Ahigrenschen Methylenblaumethode ; 
beziiglich des Ansatzes hielten wir uns an die Angaben von Euler und 
Nilsson!. Zum Vergleich wurden 2 g abgepreBte Koprohefe (Trocken- 
substanz 31,8 °%,,) und 2 g gewéhnliche Anamensishefe (Trockensubstanz 
32,05 °,) jeweils in 8ccm Wasser suspendiert. 

Die Methylenblaulésung enthielt 0,5 g Methylenblau im Liter. 
Als Wasserstoffdonator wurden in einem Falle 0,3°, Bernsteinsaure, 
die mit n/10 Natronlauge neutralisiert worden war, im anderen Falle 
0,5 °%, Natriumzymophosphat? zugesetzt. 


Ansatz: 1 ccm Hefesuspension, 
l », 0,3 mol. Phosphatpuffer pg = 8,5, 
0,5 ,, Methylenblaulésung mit Donator. 





Hefe nach Wiirzekultur Hefe nach 10 maliger 





Koprokultur 
Succinat Zymophosphat Succinat Zymophosphat 
a. {1 14 14 18,5 18,5 
ails 2. 14 14 18,5 19 


Die Wirksamkeit des Oxydoreduktasesystems erfahrt also nur eine 
geringe Schwichung. Succinat und Zymophosphat haben in beiden 
Fallen die gleiche Donatorwirkung. 


Fluoreszenz der Koprohefe und Wasserstoffionenkonzentration. 


Die mit destilliertem Wasser gewaschene und zentrifugierte Hefe 
zeigte starke Fluoreszenz. Wir riihrten einen Teil in destilliertem Wasser 

1 Euler und Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 31, 1926. 

2 Wir danken der I. G. Farbenindustrie, insbesondere Herrn Direktor 
Dr. Roelig, bestens fiir die kostenlose Uberlassung von 50 g hexosediphosphor- 
saurem Natrium. 
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auf. Von der Suspension wurden je 3ccm in kleine Schauglaschen 
aus nicht fluoreszierendem Glas gefiillt, die je l0cem Citronen- 
siure-Phosphatpuffer von pa = 2.2 bis pa=8 in Stufen von an- 
nihernd 0,6 pq-Einheiten enthielten. Die kleinen Schauglaser konnten 
von oben mit dem filtrierten Licht einer Quecksilberlampe beleuchtet 
werden, so daB die kurzwelligen Strahlen, ohne durch Glas zu gehen, 
in die Fliissigkeit eindringen konnten. Obwohl alle Proben gleichviel 
Koprohefe enthielten, war die Starke der Fluoreszenz eine sehr ver- 
schiedene. Von der stark ziegelrot leuchtenden Probe 1 nahm die 
Fluoreszenz rasch ab, verlosch fast vollstandig bei Probe 4, stieg all- 
mahlich gegen Probe 11 wieder an. Die Verhaltnisse sind in der folgenden 
Tabelle wiedergegeben, in der die Deutlichkeit des Aufleuchtens durch 
ganze und halbe Pluszeichen ausgedriickt wurde. 








Probe Pu Starke Reihenfolge nach steigender Fluoreszenz 

Nr des Pullers | der Floressens Te) mach 06 Std, 
1 2,14 +++-4 | 7 8 
2 2,83 +++ 5 5 
3 3,33 2 2 
4 3,92 0 1 1 
5 4.55 + | 3 3 
6 4,73 —- 4 4 
7 5,34 t+ 6 6 
8 5,96 +4 ++ 8 7 
9 6,54 ++++++ 9 9 
10 7,13 +4444 10 10 
11 7,97 $e +++++ 11 11 


Um den Nullpunkt genauer einzuschriinken, wurde eine enger gestufte 
Serie von pu = 2,8 bis 4,2 angesetzt. 





Reihenfolge nach steigender 
Starke Fluoreszenz 





mes des Pters der x. Se der Fluoreszenz | eadaiiianasiaihie 
sofort nach 36 Std. 
a 2.8 = ++ | 6 6 
b 34 | ad +] 4 
¢c 3,6 3,68 ae 3 3 
d 3,8 3,89 0 1 1 
e 4.0 4,10 | 2 2 
f 4.2 —_ + 5 5 
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Interessant ist, daB die Farbnuancen! des ausgesandten Lichtes 
auf beiden Seiten des Nullpunkts verschieden sind und daB die er- 
zeugten Emissionsspektren betrachtlich voneinander abweichen. Die 
Proben 1 und 2 leuchten ziegelrot, die Proben 6 bis 11 sind mehr violett- 
stichig. Erstere geben ein breites Emissionsspektrum, das zwei Hellig- 
keitsmaxima im Gelb und Rot aufweist, die durch einen Schatten von- 
einander getrennt sind, letztere zeigen nur einen hellen Streifen im 
Rot. Bei den Proben um den Nullpunkt 3, 4 und 5 ist das Fluoreszenz- 
licht sehr schwach, die Emissionsspektren sind schwer zu sehen und 
stehen, was die Lage der Banden betrifft, zwischen den eben be- 
sprochenen (Zwitter- oder Ubergangsspektren2). 

Der Versuch ergab die wichtige Tatsache, dab die Fluoreszenz 
einer Koprohefensuspension von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhangt und bei py = 4 fast ganz ausgeléscht wird. 

Folgende Versuche brachten weiteren AufschluB. 

1. Eine Probe der in destilliertem Wasser suspendierten Koprohefe 
gab, der filtrierten Nahrlésung wieder zugesetzt, fast keine Fluoreszenz, 
da das py derselben dem Minimum sehr nahe lag. 

2. Eine Probe, bereitet aus 3ccm Suspension und 10 ccm n/10 
sekundirem Ammoniumphosphat (pq = 7,9), leachtet annahernd ebenso 
stark wie Ansatz 11. 

3. Koprohefensuspension, in Brunnenwasser gebracht, fluoresziert 
stark? und ordnet sich zwischen Ansatz 8 und 9 in die Fluoreszenzreihe 
ein. pu des Miinchener Leitungswassers etwa 7,2. 

4. Beobachtet man das Eintropfen der Hefesuspension in die 
Pufferlésungen, so fallt auf, daB die Starke der Fluoreszenz sich fast 
augenblicklich dem py anpaBt. Es ergibt sich schlieBlich wieder dieselbe 
Reihenfolge. 


1 In diesem Zusammenhang sind die Resultate von Elphege Bois, 
Canadian Chem. Metallurg. 11, 261 bis 264, 1927, ref. Chem. Centralbl. 1928, 
II, 209, zu erwahnen, der beobachtet hat, daB Porphyrinlésungen mit 
Woodslicht bestrahlt in salzsaurer Lésung orangerotes, in NH,OH blut- 
rotes, in Pyridin und Chloroform karminrotes Fluoreszenzlicht aussenden 
und je nach dem Lésungsmittel verschiedene Emissionsspektren geben. 

2 H. Fischer und Béumler haben beim Octa-Athyl-Porphin auch 
Ubergangsspektren beobachtet ; vgl. Liebig, Ann. d. Chem. 468, 67, 1929. 

3 Die Rotfluoreszenz nahm bei dieser Probe allmaéhlich ab und war 
nach 36 Stunden verschwunden. Das ausgestrahlte Licht war nun schwach 
blaugriin. Das Emissionsspektrum von Koproporphyrin war aber noch 
deutlich zu sehen. Das Fluoreszenzlicht des Koproporphyrins scheint 
also verdeckt worden zu sein, wobei vielleicht Salze des Brunnenwassers 
oder Autolysenprodukte der Hefe, eventuell vielleicht auch hineingeratene 
Bakterien eine Rolle spielen. Da8 eine pg-Verschiebung durch Luftkohlen- 
séiure nicht allein die Ursache war, ging daraus hervor, da auch erneuter 
Alkalizusatz die Rotfluoreszenz nicht wieder herstellen konnte. 
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Diese Resultate an Koprohefe veranlaBten uns, ahnliche Reihen- 
versuche mit reinem Koproporphyrin anzustellen. 


Die Abhdngigkeit der Porphyrinfluoreszenz und der Fluoreszenzspektren vom py. 
Der isoelektrische Punkt des Koproporphyrins. 

Die Schauglaschen wurden wieder mit je 10ccm Puffer gefiillt 
und in jedes 0,2ccm einer Porphyrinlésung von bekanntem Gehalt 
gegeben. Diese Lésung enthielt etwa 1 mg Farbstoff in 30 ccm und 
war durch Auflésen von freien Koproporphyrin (Praparat aus Petrykot) 
in 50°, igem Alkohol unter Zusatz von 2 Tropfen m/5 sekundiirer 
Phosphatlésung bereitet worden (Standard). Bei dieser niedrigen Kon- 
zentration waren alle Proben farblos. Im kurzwelligen Lichte ergab 
sich fast dieselbe Reihenfolge der Lichtemissionsstarke wie beim Hefe- 
versuch. Das Bild blieb auch dasselbe, als der Versuch mit der doppelten 
und dreifachen Porphyrinmenge wiederholt wurde. 





Probe Pu Reihenfolge nach steigender Fluoreszenz 
Nr. des Puffers 0,2 ccm Standard 0,6 com Standard 
1 2,2 7 8 
2 2.8 6 6 
3 34 4 4 
4 4,0 1 l 
5 4.6 2 2 
6 4.8 3 3 
7 54 ae 5 
S 6,0 s 7 . 
g 6,6 9 9 
10 7,2 10 10 
11 8,0 11 11 


An den beiden Enden der Reihe wurde noch eine Probe mit 10 cem 
n/10 Salzsaure (py etwa 1,1) und eine mit n/10 Natronlauge (py etwa 13,1) 
angeschlossen. Wahrend die erstere nur wenig stirker als Probe 1 
leuchtete, war beim stark alkalischen Ansatz die Steigerung der Fluores- 
zenz eine bedeutendere, was sich leicht durch den gréBeren pg-Sprung 
erklaren lat. 

Endlich war auch hier eine enger gestufte Serie im Gebiet des 
Minimums hergestellt und gemessen worden, die die Lage desselben 
zwischen py 3,8 bis 4,0 genauer fixierte. 


Die Emissionsspektren konnten hier an den reinen Porphyrin- 
losungen besser studiert werden als an den Hefesuspensionen. Proben | 
und 2 einschlieBlich des Ansatzes mit HCl gaben das breite ,,saure*’ 
Spektrum mit einer starken Aufhellung im Gelb-Orange, deren Maximum 
bei 589 —603 uu liegt. Dann folgt eine schmale Ausliéschung im Rot 
von 610—628 uu, worauf ein breites Band bei 637 wu beginnt, das 
sich bis weit ins Dunkelrote bei 663 uu erstreckt. Die Proben 11 mit 6 
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gaben das reine ,,alkalische’’ Spektrum mit nur einem Helligkeits- 
maximum im Rot bei 609—625 uu und Vorlicht bis 688, waihrend 
die Ansitze 4, 5 und 6 sehr undeutliche Zwitterspektren zeigten, die 
Ubergiinge von einem Typus zum anderen darstellen, aber mehr an 
das alkalische Spektrum erinnern. 

Der Versuch zeigt, daB sich auch bei sehr verdiinnten Porphyrin- 
lésungen die gleiche Abhangigkeit der durch Fluoreszenz verursachten 
Lichtemission von der H-lonenkonzentration zeigt, wie bei den Kopro- 
hefensuspensionen. Der geringe Unterschied in der Reihenfolge erklart 
sich dadurch, daB in dem einen Falle eine Suspension vorlag. Wichtig 
ist aber, daB das Minimum der Fluoreszenz in beiden Fallen die gleiche 
Lage hatte. Auf die Bedeutung dieses charakteristischen Punktes als iso- 
elektrischen Punkt des Koproporphyrins wurde im allgemeinen Teil 
hingewiesen. 

Ahnliche Fluoreszenzreihenversuche mit reinem Koproporphyrin 
wurden auch mit ionenkonstanten Pufferserien, z. B. Milchsaiure-Lactat, 
Weinsaure-Tartrat, Essigsiiure-Acetat! angestellt. Die dabei gemachten 
Beobachtungen waren im wesentlichen dieselben, wenn auch un- 
bedeutende Unterschiede beziiglich der Farbnuance des Fluoreszenz- 
lichtes auftraten. Trotz geringer Schwankungen (-+- 0,2), die 
wahrscheinlich auf spezifische Einfliisse der verschiedenen Ionen 
zuriickzufiihren sind, lag das Minimum der Lichtemission stets in 
der Gegend von py = 4. 

Die Spuren Alkohol, die mit der alkoholischen Porphyrinlésung 
in den Puffer kommen, sind ohne Bedeutung fiir diese Schwankungen. 
Wir werden iiber diese Versuche in nachster Zeit in anderem Zusammen- 
hang ausfiihrlicher berichten 

Hervorzuheben ist, daB8 das Minimum eine ziemlich breite Zone ist, 
was darauf hindeutet, da in der Forme] 


J=—Y| .-k, 
Ji 


die Zahlenwerte fiir k, und k, ziemlich klein sind. Es ist deshalb viel- 
leicht richtiger, statt vom isoelektrischen Punkte, vom isoelektrischen 
Gebiet oder der isoelektrischen Zone des Porphyrins zu sprechen Das 
Verhaltnis k,:k, (Séuredissoziationskonstante : Basendissoziations- 
konstante) errechnet sich fiir Koproporphyrin somit zu 10®: 1. 


Die Bindungsart des Porphyrins in der Koprohefe. 


Aus den bisher besprochenen Tatsachen ergeben sich fiir die Lokali- 
sierung des Porphyrins in der Koprohefe folgende drei Méglichkeiten 


1 Bei Verwendung von Essigsiure-Acetatpuffern traten  bisweilen 
Komplikationen auf. 
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1. Das Porphyrin ist im Innern der Zelle. Man mii®te dann an- 
nehmen, daB das pq des Zellplasmas sich sehr leicht andert, so dab 
die Beriihrung der Hefezelle mit dem Puffer schon geniigt, um das 
pu in der Zelle zu verschieben und dem der AuBenfliissigkeit anzupassen. 


Umgekehrt ware dann der Grad der Fluoreszenz bei Koprohefen 
ein Indikator fiir das py im Zellinnern, wenn man die Hefe in geeigneten 
indifferenten Fliissigkeiten suspendiert. 


2. Das Porphyrin sitzt absorbiert auf der Oberflache der Zelle. 
Die spontane Einordnung der Koprohefe in die Fluoreszenzreihe des 
Koproporphyrins macht das wahrscheinlich. Es mu8 dann Koprohefe, 
in irgendein Milieu gebracht, indikatorartig ihre Fluoreszenzintensitat 
dem px anpassen, wahrend im Falle 1 die Anpassung des py in der Zelle, 
wenn eine solche tiberhaupt angenommen werden kann, eine mehr Zeit 
erfordernde Reaktion sein muf. 


3. Endlich besteht ja noch die Méglichkeit, daB ein Teil des Kopro- 
porphyrins in der Zelle sitzt, wihrend ein anderer Teil sich auf der 
Oberflache bzw. in der Zellmembran befindet. 


Unsere Experimente sprachen fiir die dritte Méglichkeit. Es war 
uns nimlich aufgefallen, daB obige Koprohefenfluoreszenzserie nach 
langerem Stehen ihre Reihenfolge in der Starke der Lichtemission im 
wesentlichen beibehalten hatte, obwohl sich die Hefe vollstandig zu Boden 
gesetzt hatte. Es konnte also kein Zweifel mehr dariiber bestehen, da 
das fluoreszierende Prinzip in die Lésung tibergegangen war. Dieser 
SchluB fand seine Bestatigung durch die folgenden Elutionsversuche, 
die die Méglichkeit 3 weiter stiitzten. 


Von Wichtigkeit war aber zunachst noch eine andere Feststellung. 
Da wir aus dem letzten pg-Serienversuch mit Koproporphyrin 
wuBten, daB bei gleicher Porphyrinmenge die Fluoreszenzstiirke sehr 
verschieden ist, je nach der H-Ionenkonzentration, konnten wir beim 
Reihenversuch mit Koprohefe noch nichts dariiber aussagen, ob gleichviel 
oder verschiedene Mengen Farbstoff aus der Hefe in die Pufferfliissigkeiten 
gegangen waren, mit anderen Worten, es handelte sich darum, fest- 
zustellen, ob auch die Léslichkeit des Koproporphyrins (bzw. die Ab- 
lésbarkeit von der Hefe) in ahnlicher Weise vom pg abhangt, wie die 
Starke der Fluoreszenz. 


Zu diesem Zwecke wurden die Proben 1, 5 und 11 vom Hefenversuch 
nochmals in gréBerem Mafstab angesetzt, nach halbstiindigem Schiitteln 
scharf zentrifugiert und in der klaren dekandierten Fliissigkeit das 
Porphyrin bestimmt. Es zeigte sich, daB bei py 8 und 2 viel Farbstoff 
abgelést worden war, und zwar im ersteren Falle etwas mehr, wahrend 
bei py 4 nur geringste Spuren in der Lésung angetroffen wurden. 
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Dieses Resultat sprach dafiir, dab das Minimum der Fluoreszenz 
bei pu 4 auch ein Minimum der Léslichkeit des Koproporphyrins ist. 
Diese Annahme wird durch spatere Versuche noch weiter gestiitzt 
(vgl. S. 113). 

Elutionsversuch. 

Sitzt das Porphyrin auf der Oberflaiche der Zelle oder in der Zell- 
membran, so mu8B nach unseren bisherigen Beobachtungen seine Ab- 
lésung ohne weiteres méglich sein, auch mit so schonenden Agenzien, 
die die Lebensfahigkeit der Hefezelle nicht ungiinstig beeinflussen. In 
Frage kommen stark verdiinnte Salzlésungen von entweder saurer oder 
sehr schwach alkalischer Reaktion mit hinreichender Pufferkapazitat. 
Die sauren miiBten eine Wasserstoffionenkonzentration von etwa 
10-2 bis 10—* haben, die alkalischen von 10~° bis 10~*. 

Wir entschieden uns bei diesem Versuch fiir die alkalische Be- 
handlung mit m/10 Na,H PO,. 

DaB mit dieser Elution eine Schaédigung der Hefe verbunden sein 
kénnte, erschien uns sehr unwahrscheinlich, nachdem in letzter Zeit in 
der Brauereifachliteratur die Wasche der 6fters zum ,,Anstellen* ver- 
wendeten Hefe mit sehr verdiinnter KOH empfohlen und mit gutem 
Erfolg angewandt worden ist. Durch diese Reinigung der Hefe wird ihre 
Leistungsfahigkeit sogar nicht unwesentlich gesteigert. Moufang! hat 
auch gezeigt, daB von der Hefe relativ hohe Salzkonzentrationen ohne 
Schadigung ertragen werden, bis viermal so hoch als die hier angewandten. 

Die Auswaschung geschah folgendermaBen. 15g unserer Koprohefe 
wurden wiederholt in m/10 sekundirem Natriumphosphat suspendiert, 
die Suspension am Schiittelapparat eine bestimmte Zeit geschiittelt, dann 
scharf zentrifugiert und das Waschwasser von der Hefe dekantiert. Hefe 
und Dekantat wurden auf Fluoreszenz gepriift. 








— Zeitdauer Ctasetenens ao 
Nr. Wasch- der Aus- Pag vee Bemerkungen 
— waschung ei iia der Hefe flissigkeit 
1 75 10 Min. stark rot stark rot sehr deutlich | Waschflussigkeit 
rotlich u. trub 
2 50 M4 sa: Po rot deutlich Waschflussigk eit 
opaleszent 
3 59 Wu a are 2 undeutlich | Waschflussigkeit 
fast klar 
+ 50 SO: =5 abnehmend abnehmend = sehr undeutl. 
5 50 ee stark ab- schwach — \ Weochildesigheit 
nehmend | klar 
6 50 3 Std. schwach - — 
7 50 10 Min. sehr schwach sehr schwach — 24 Std. nach 6 


gewaschen 


Der Versuch zeigt, daB die Abwaschung des Porphyrins sehr 
leicht vonstatten geht. Interessant ist, daB schon mit dem ersten 
Waschwasser am meisten Farbstoff von der Hefe entfernt wird. Fiir 


1 Moufang, Das Bier. Selbstverlag 1918. 
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unsere aus den bisherigen Tatsachen gebildete Ansicht, da das Por- 
phyrin zum groBben Teile oberflachlich an die Hefe adsorbiert ist, war 
somit eine neue Stiitze gewonnen. 

Als ein Mab fiir den Gehalt der einzelnen Waschwasserfraktionen an 
Porphyrin kann nur ihre Farbe bzw. die selektive Lichtabsorption im 
Spektrum gelten. Die Starke der Fluoreszenz ist aber hierfiir kein Mal. 
Wir konnten uns némlich davon iiberzeugen, dai zwischen Fluoreszenz 
und Porphyrinkonzentration keine einfache lineare Beziehung besteht, 
wie etwa zwischen Lichtabsorption und Konzentration. Reihenversuche 
durch einen groBben Konzentrationsbereich haben ergeben, dali das Maximum 
der Lichtemission innerhalb eines optimalen Konzentrationsbereiches liegt. 
Mit fallender Konzentration nimmt die Fluoreszenz sehr langsam ab, bei 
héheren Kenzentraticnen ist die Fluoreszenz nur auf die oberen Schichten 
der Lésung beschraénkt, da ein tieferes Eindringen der kurzwelligen 
Strahlen durch die nun auftretende Absorption verhindert wird. Ahn- 
liche Beobachtungen hat iibrigens auch R. Fabre! beim Studium der 
Fluoreszenz von Chininlésungen gemacht. Auch hier besteht keine 
lineare Beziehung zwischen Konzentration und Fluoreszenz. 

Wir glauben, daB bei Koproporphyrin héchstens innerhalb eines 
giinstig liegenden Konzentrationsbereiches von der Lichtemissionsstirke 
auf die Konzentration geschlossen werden kann. 

Die Waschfliissigkeiten 1 bis 6 wurden vereinigt, mit Eisessig 
versetzt und erschépfend ausgeithert. Im Spektroskop konnte nur 
Koproporphyrin 623 wu beobachtet werden. Die Lésungsmittel waren 
so stark angefarbt, daB wir zuerst glaubten, es sei alles Porphyrin aus 
der Hefe in die Waschwiisser gegangen. 

Waschwasser 7, das noch schwache Fluoreszenz zeigte, wurde 
fir sich der Porphyrinextraktion unterworfen. Wir konnten aber 
weder in Ather noch in 5°, iger Salzsiure ein Porphyrinspektrum er- 
zielen. Dies zeigt, daB nach lange fortgesetztem WaschprozeB kein 
Porphyrin mehr von der Hefe ablésbar ist. 

Nachdem auch die ausgewaschene Hefe zweimal mit Elisessig- 
Ather des noch vorhandenen Porphyrins beraubt worden war, wurden 
die Farbstofflésungen im Kolorimeter gemessen. Die Verteilung des 
Gesamtporphyrins auf ausgewaschene Hefe und Waschwasser war 
die folgende: 





Koproporphyringehalt Koproporphyringehalt 


mg ‘ 
Ausgewaschene Hefe. ....... 0,134 16,8 
CO are eee ee 0,585 73,3 
MLE Sa dha’ Te dpc iek ck 4 ak as 0,079 9,9 


Da in den 15g Koprohefe insgesamt 0,798 mg Porphyrin vorhanden 
waren, betragt der Veriust 0,079 mg. 


' Bull. soc. chim. de France [4] 37, 1304, 1925; Chem. Centralbl. 1926, 
I, 1464. 
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Die an unseren Fluoreszenzreihenversuch gekniipften Vermutungen 
waren somit bestitigt und lassen sich dahin erweitern, dab weitaus 
der gréBte Teil des Porphyrins locker an die Hefe adsorbiert ist. Der 
Rest entzieht sich hartnackig der Extraktion und diirfte somit im 
Innern der Zelle sitzen. 

Bei Verarbeitung dieser Hefe war uns aufgefallen, daB dieselbe nach 
zweimaliger Behandlung mit Eisessig-Ather noch rétlich gefarbt war, 
aber keine Fluoreszenz mehr ergab; wird sie aber nochmals mit Wasser 
behandelt, so geht der rétliche Farbstoff in Lésung. Derselbe gibt nach 
dem Abfiltrieren der Hefe kein selektives Absorptionsspektrum und zeigt 
unbedeutende, griinliche Fluoreszenz. Bei der ersten Extraktion mit 
Eisessig geht er aus der frischen Hefe heraus und wird nach Zusatz des 
Athers wieder mit der Hefefallung niedergeschlagen. Nach dem Abnutschen 
sitzt er im Hefekuchen, kann daraus mit Eisessig nicht in Lésung gebracht 
werden, wohl aber mit verdiinnter Essigsiure. Beim Stehen im offenen 
GefaB geht der Farbstoff in dieser essigsauren Lésung rasch zugrunde. 

Wir halten es fiir sehr wahrscheinlich, daB es sich hier um jenen roten 
Farbstoff gehandelt hatte, der sehr haufig in der Nahrlésung bei Kopro- 
kulturen beobachtet worden ist. Wir konnten nun feststellen, daB er aus 
irgendwelchen Kérpern, die bei Vergaérung der Zuckerlésung auftreten, 
unter dem EinfluB des Lichtes entsteht. Garansatze, die im dunklen Thermo- 
staten bei etwa 25° gestanden hatten, wurden intensiv rotstichig, wenn 
sie in starkes diffuses Licht gestellt wurden. Die Farbung halt aber nicht 
lange nach, soncern verschwindet bald wieder. Es ist méglich, daB der 
Farbstoff an die Hefe adsorbiert wird und dann wie im obigen Falle zu- 
sammen mit dem Porphyrin die intensive Rétlichfarbung mancher Kopro- 


hefen bedingt. 


Weitere Versuche mit der ausgewaschenen Koprohefe. 

Von der ausgewaschenen Hefe hatten wir nach dem letzten Zentri- 
fugieren eine gewogene Menge beiseite gestellt, um noch einige wichtige 
Untersuchungen damit anzustellen. 

In einer Probe, die in etwas destilliertem Wasser suspendiert war, 
hat Herr Dr. Mayer fiir uns die Zahl der rot fluoreszierenden Zellen 
ermittelt. Sein Befund lautete: ,,Die Hefe zeigt keine Fluoreszenz 
mehr, unter Hunderten von Zellen ist nur gelegentlich eine fluoreszierende 
Zelle wahrzunehmen“. 

Mit einer weiteren Probe wurde eine Suspension in destilliertem 
Wasser bereitet und wie bei dem friiheren Versuch davon je 3 ccm 
auf 10 cem derselben Pufferlésungen gegeben (vgl. 8. 99). 

Die Hefesuspensionen zeigten jetzt fast keine Fluoreszenz mehr. 
Dieselbe war im Vergleich zur unausgewaschenen Hefe sehr schwach. 
Eine Abhangigkeit der Fluoreszenz vom pg konnte zunachst nicht mehr 
beobachtet werden, erst nach langem Stehen kann man geringe 
Unterschiede in der Lichtemission wahrnehmen und ungefahre Ein- 
crdnung in die py-Reihe feststellen. 
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Ferner wollten wir noch Belege herbeibringen, daB die Hefe beim 
ElutionsprozeB nicht zugrunde gegangen ist. Ein Garversuch ergab 
5,2 cem CQ, pro Stunde fiir 0,2 g feuchte Hefe, was als befriedigend 
zu bezeichnen war, in Anbetracht der Tatsache, daB die Hefe von der 
Aberntung bis zu Beginn des Elutionsversuchs 4 Tage im Eiskasten 
aufbewahrt worden war. 

Der Anteil der mit Methylenblau anfirbbaren toten Zellen war 
annihernd der gleiche geblieben wie vor der Auswaschung. 


Ergdnzungsversuch mit der zehnten Generation von Stamm II. 


Um die im vorigen Versuch gewonnenen Resultate an weiteren 
Hefen nachzupriifen und das Tatsachenmaterial nach mancher Richtung 
noch erweitern zu kénnen, wurde von der neunten Zucht des Stammes IT 
ein Teil der Hefe in 2 Liter Nahrlésung weitergeziichtet. Nach 12 Tagen 
war der Zucker fast vollstandig vergoren, py = 3,37. Die dekantierte 
Garflissigkeit war opaleszent. Die Hefe wurde abgesaugt. Ausbeute 
10,5 g Koprohefe zehnter Zucht. 

In der abgegorenen Lésung konnte direkt kein Absorptionsspektrum 
erhalten werden. Die Fluoreszenz fehlte und stellte sich auch nach 
dem Ansiiuern bzw. Alkalisieren je einer Probe nicht ein. Die Extraktion 
von 1 Liter mit Eisessig-Ather ergab einen nur unbedeutenden, eben 
noch spektroskopisch feststellbaren Porphyrinbefund. 

Die Hefe waz diesmal biologisch nicht ganz einwandfrei, wir konnten 
Milchsaurestabchen und Diplokokken feststellen. Da unser Haupt- 
stamm II vor wie nach der Entnahme der Abzweigkultur vollkommen 
frei von Fremdorganismen war und auch bei der weiteren Propagierung 
bis zur 30. Zucht einwandfrei blieb, kann die Infektion nur in der 
Abzweigkultur eingetreten sein. 

Beim Spektroskopieren der Hefe war das Koproporphyrinband 
im Rot 623 nur undeutlich zu sehen, ein schwacher Schatten bei 604 
sowie der Doppelstreifen im Griin zeigten die Anwesenheit von Cyto- 
chrom an. 

Mit 9,5 g der Koprohefe wurde wieder ein Elutionsversuch aus- 
gefiihrt, der ganz ahnlich dem auf §S. 104 beschriebenen durchgefiihrt 
wurde. Obige Hefemenge wurde sechsmal mit je 30 ccm einer eis- 
gekiihlten, m/10 sekundiren Natriumphosphatlésung je 10 Minuten 
geschiittelt, zentrifugiert und in der Hefe einerseits und den vereinigten 
Waschflissigkeiten 1 bis 5 das Porphyrin quantitativ bestimmt. 
Sowohl die sechsmal gewaschene Hefe, wie das sechste Waschwasser 
fluoreszierten noch schwach. Bei der sechsten Auswaschung hatten 
wir die Hefe eine halbe Stunde mit der Pufferlésung behandelt. 
Trotzdem konnten wir in dieser Waschfliissigkeit nach der Eisessig- 
Atherextraktion nur geringste Spuren von Porphyrin nachweisen. 
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Porphyringehalt Porphyringeha!t 
mg %o 
Ausgewaschene Hefe.......... 0,071 28 
Waschfliissigkeiten 1 mit5....... 0,184 72 
Summe 0,255 100 


Somit war auch bei diesem zweiten Elutionsversuch der gréBere 
Teil des Farbstoffs leicht abwaschbar, wahrend der Rest auch bei 
langerer Einwirkung des Elutionsmittels in der Hefe verblieb. 

Wir legten Wert darauf, hier nochmals zu zeigen, daB die ab- 
gewaschene Hefe in ihren Lebensfunktionen nicht gegeniiber der un- 
gewaschenen geschidigt worden ist, und haben deshalb sowohl vor 
wie nach der Elution den Atmungs- und Garungsstoffwechsel im Warburg- 
schen Respirometer bestimmt. Auch die mit Methylenblau anfarbbaren 
Zellen wurden in beiden Fallen ermittelt, wobei jeweils etwa 700 Zellen 
ausgezihlt wurden. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammen- 


gestellt. 








i Atmung und Garung Methylen- 
blau 
Hefe | Trockens | Versuchss | anfarbbare 
i substanz dauer Q 2, N2 Zellen 
| # Oo CO, CU. 
| mg Min. | Ps : ri 9/9 
Vor der Elution 3,4 60 16,2 18,4 38,0 47 
Nach der Elution 5,1 45 15.5 21,0 49,1 45 


Die Auswaschung hatte also keine Schadigung der Hefe herbei- 
gefiihrt; nur eine geringe ,,Umstimmung* des Stoffwechsels ist ein- 
getreten. Der Gehalt an toten Zellen stimmt innerhalb der Versuchs- 
fehler in beiden Fallen tiberein. 


Abwaschversuch mit einer ersten Zucht. 

Um zu entscheiden, ob sich auch das in einer ersten Zucht gebildete 
Koproporphyrin in ahnlicher Weise abwaschen laBt, wurden 25 ¢ 
abgepreBte Brauereihefe in 10 Liter Kopronahrlésung 12 Tage ge- 
ziichtet. Der am vierten Tage auftretende rétliche Stich der Lésung 
verlor sich gegen den achten Tag wieder voéllig. Die klare abgegossene 
Lésung war vollstandig vergoren, die Wasserstoffionenkonzentration 
von pu 6,59 bei Beginn auf py 4,84 bei Beendigung der Garung an- 
gestiegen. Die Girfliissigkeit enthielt nur ganz geringe, nach der 
Extraktion von 1 Liter kolorimetrisch nicht mehr erfabbare Mengen 
von Koproporphyrin. 

Die Ausbeute an abgepreBter Hefe belief sich auf 87 g, wovon 
zweimal 20g fiir Abwaschversuche, 30g fiir eine Gesamtporphyrin- 
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bestimmung verwendet wurden. Da uns hier geniigend Hefe zur Ver- 
fiigung stand, wurde auBer der Elution mit m/10 Na, H PO, von schwach 
alkalischer Reaktion auch eine Elution mit einem sauren Citratpuffer 
von pu 2,37 durchgefiihrt. Wie schon beschrieben, wurde die Hefe 
jeweils mit 50ccm der Pufferlésung geschiittelt und zentrifugiert. 
Wahrend nun der alkalische Puffer bis zur fiinften Elution deutliche 
Rotfluoreszenz zeigte, die kaum abnahm, wies das fiinfte, saure Eluat 
nur eine schwache Fluoreszenz auf. Die sechste Elution erfolgte in 
beiden Fallen 18 Stunden spaiter. Auch das alkalische Eluat zeigte 
jetzt nur noch schwache Fluoreszenz. Sowohl die sauren als die alkali- 
schen Waschwisser wurden jeweils vereinigt, mit Eisessig versetzt 
und extrahiert und auch die abgewaschenen Hefen der Extraktion 
unterworfen. Die Verhiltnisse der abwaschbaren und nicht abwasch- 
baren Porphyrinmengen zum Gesamtkoproporphyrin sind-aus der 
folgenden Tabelle ersichtlich. 








Alkalische Elution. Saure Elution. 
Koproporphyrin Koproporphyrin 
mg %9 mg Oo 
Ausgewaschene Hefe. . 0,059 19,0 0,194 61,4 
Vereinigte Waschfliissig- 
keiten 1 mit6.. . 0,251 81.0 0,122 38,6 
Summe 0,310 100,0 0,316 100.0 


Wie erwihnt, beziehen sich die Zahlen in obiger Bilanz auf 20 g Hefe. 
Die Bestimmung des Farbstoffs in 30g Hefe vor der Auswaschung hat 
0,504 mg ergeben, oder auf 20g berechnet, 0,336 mg. Der Unterschied 
gegeniiber der Summe in obiger Tabelle betrigt also etwa 6°, und hat 
seinen Grund in der durch die Elution bedingten Verdiinnung. Dieser 
Verlust trifft wohl in erster Linien auf die vereinigten Waschfliissigkeiten, 
so daB der prozentuelle Anteil des leicht ablésbaren Porphyrins noch etwas 
héher wird. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist insofern bemerkenswert, als es 
gelungen ist, auch aus einer nur einmal unter den Bedingungen der 
Koprokultur geziichteten Hefe den gréBeren Teil des Porphyrins 
auszuwaschen. Da die schwach alkalische Elution sich giinstiger ge- 
stalten wiirde, war bei dem Uberwiegen der Siiureeigenschaften des 
Porphyrins zu erwarten. Nach der Lage des isoelektrischen Punktes 
des Koproporphyrins ist sie die geeignetere und auch in physiologischer 
Hinsicht viel schonendere. 

Wir wollen noch einige weitere Beobachtungen an dieser Koprohefe 
erwaihnen. Die Cytochrombanden waren in der nicht ausgewachsenen und 
sauer gewaschenen Hefe im Spektroskop sehr undeutlich zu sehen, in 
ersterer aber der Porphyrinstreifen im Rot. Um so auffallender war 
es, daB in der Hefe nach der Phosphatwische der Doppelstreifen des 
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Cytochroms im Griin besonders schén hervortrat. Wir wollen dieser 
Beobachtung weiter nachgehen, die wir uns einstweilen damit erklaren, 
daB bei schwach alkalischer H-lonenkonzentration die Reduktase- 
wirkung der Hefe ihr Optimum hat und das Cytochrom vollstandig in 
seiner reduzierten Form vorliegt, deren Absorptionsspektrum viel 
starker selektiv ist als das der oxydierten Form!. 


Bei diesen drei Auswaschversuchen haben wir unser Augenmerk 
in erster Linie auf das die Koprohefe charakterisierende Koproporphyrin 
gewandt. Da auch Eisenkomplexsalze, besonders Haimochromogen 
aus Hefe ohne Beeinflussung ihrer wichtigsten Lebensfunktionen so 
leicht entfernt werden kénnen, dafiir fehlt uns bisher jeder Anhalts- 
punkt. Es erscheint uns das sehr unwahrscheinlich. Doch wollen wir, 
nachdem die Verhiltnisse fiir Koproporphyrin nun weitgehend geklart 
sind, spezielle Untersuchungen in dieser Richtung unternehmen. 


Untersuchung einer Koprohefe 17. Zucht. 


Von der 14. Zucht des Stammes II war ein Teil der Hefe zur Er- 
zielung groBerer Hefemengen zunichst in 5 Liter und dann noch zweimal 
in 10 Liter steriler Nahrlésung hergeziichtet worden. Wie bei der oben 
beschriebenen zehnten Zucht, so sollte auch hier wieder eine eingehende 
Untersuchung AufschluB8 iiber die im Laufe der nunmehr fast 9 Monate 
langen Fortziichtung vollzogenen Anderungen in physiologischer wie 
chemischer Hinsicht geben. Gleichzeitig wollten wir nochmals die 
friher gemachten Beobachtungen nachpriifen und nach mancher 
Richtung erganzen. 

Nach dem Dekantieren der klaren, fast vollstandig vergorenen 
Nihrlésung (pa = 3,60) wurde die Hefe in destilliertem H,O auf- 
geschlammt und scharf zentrifugiert. Hefeausbeute etwa 70g vom 
Trockengewicht, 24,6 °%,. 

Die Nahrlésung als solche fluoreszierte nicht, erst nach dem Zu- 
fiigen von Alkali bzw. Mineralsiure zu je einer Probe konnte starke 
Rotlumineszenz und das entsprechende Emissionsspektrum erhalten 
werden. 1 Liter der Nahrlisung wurde ausgeathert. Es waren nach 
der mikrokolorimetrischen Feststellung 0,1495 mg Koproporphyrin 
enthalten. Auf den ganzen Versuch (10 Liter) berechnet, waren also 
in der Lésung allein 1,495 mg Farbstoff vorhanden. Die iibrige Gar- 
fliissigkeit wurde wiederholt durch ein Kieselgurfilter filtriert, dabei 
trat Adsorption des gesamten Porphyrins an Kieselgur und Filterpapier 
ein, im Filtrat konnte nicht einmal mit der empfindlichen Fluoreszenz- 
probe nach dem Ansiuren und Alkalischmachen Porphyrin erkannt 


1 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. 98, 312, 1915, ferner H. v. Euler, Pink 
und Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 21, 1927. 
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werden. Diese Beobachtung konnten wir in vielen Fallen machen, 
immer wenn die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung dem iso- 
elektrischen Punkte des Koproporphyrins nahe ist, kann das Porphyrin 
auch in enorm geringer Konzentration, so gut wie quantitativ durch 
éfteres Filtrieren oder Schiitteln mit geeigneten Adsorbentien ab- 
geschieden werden. Es werden diese Verhialtnisse bei den Adsorptions- 
versuchen noch ausfiihrlicher behandelt werden. 

Die Hefe machte einen durchaus gesunden Eindruck, abgesehen 
von den merkwiirdigen Zufairbungen, auf die wir gleich zuriickkommen 
werden. Unter dem Mikroskop zum grofen Teil gut entwickelte, 
oft sehr groBe Zellen mit allen wesentlichen Zellbestandteilen. 


Auch die Zahl der toten Zellen war nicht hoch. Von 900 Zellen 
nahmen 62 Methylenblau auf, was 14,0°,, toten Zellen entspricht. 

Die Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop ergab, wie uns Herr 
Dipl.-Ing. Jordan mitteilte, 10 bis 15°, stark rot fluoreszierende Zellen. 

Besonders interessant war das Verhalten dieser Hefe an der Luft. 
In diinner Schicht von 2 bis 3 mm auf Glas oder Tonplatten gestrichen, 
farbte sich die Hefe intensiv purpurrot. Die Farbung drang von der 
obersten, der Luft ausgesetzten Schicht allmahlich in die tieferen Lagen 
vor, was besonders schén bei den Glasplatten zu sehen war, und nach 
etwa einer Viertelstunde erinnerte der Hefebrei an eine tiefrote Farb- 
paste. Dieselbe Erscheinung konnten wir auch im Dunkeln beobachten. 
Das Licht hatte dabei scheinbar keinen EinfluB. 

Auch dieser Farbstoff hatte mit Porphyrin nichts zu tun, wie 
aus den spiteren Beobachtungen bei der Extraktion dieser Hefe mit 
Porphyrinlésungsmitteln hervorgeht. Er ist als Leukoverbindung in 
der zuerst noch wenig gefarbten Hefe vorhanden und geht erst, wenn 
Sauerstoff hinreichend Zutritt hat in seine gefarbte Form iiber. Wird 
die Hefe wieder gesammelt und nach dem Aufschlimmen mit etwas 
Wasser zentrifugiert, so daB sie sich in dicker Lage und mit wenig 
Wasser tiberdeckt befindet, so verschwindet die Fiarbung fast vollstandig. 

Auch die friiher untersuchte Hefe von der zehnten Ziichtung war rot- 
stichig, aber in viel geringerem Grade als diese hier nach dem Liegen an 
der Luft. Das Nachfarben bei Luftzutritt war uns damals noch nicht auf- 
gefallen. Die roten. Farbstoffe traten damals erst bei der Extraktion der 
Hefe mit Eisessig-Ather deutlicher zutage. Ob ein Zusammenhang mit 
den unter dem Einflu®B des Lichts in der vergorenen Nahrlésung bisweilen 
auftretenden Farbungen besteht, konnte noch nicht ermittelt werden. 


Schon bei der 13. Kultur desselben Stammes haben wir bei einer 
fir den Atmungsversuch entnommenen Probe Ahnliches beobachtet. 
Von dieser Zeit an war die am Kolben haftende, etwas iiber den Fliissig- 
keitsspiegel herausragende Hefe (Brandhefe) mehr oder minder rot 
gefairbt. 
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Bei der spektroskopischen Priifung einer dicken Hefesuspension in 
einer Kiivette von 5mm Schicht war der Koproporphyrinstreifen im 
Rot sehr deutlich erkennbar, auch Cytochrom konnte an_ seinen 
Streifen 6 und c im Griin deutlich erkannt werden. In einer Hefe- 
probe, die zuerst in diinner Schicht einige Zeit der Luft ausgesetzt 
worden war und sich gerétet hatte, waren die Cytochrombanden nicht 
mehr deutlich sichtbar, da die Endadsorption bis in den hellgriinen 
Teil des Spektrums hineinreichte. 


Zur Priifung auf Himochromogen wurde aus 5 g Hefe ein Pyridin- 
auszug bereitet. Der Koprostreifen im Rot 621 war deutlich sichtbar. 
Infolge der Anwesenheit intensiv roter Begleitfarbstoffe reichte die 
Endadsorption bis 555 uu, so daB die Hamochromogenstreifen nicht 
mehr sicher erkannt werden konnten. 


Was den Gehalt der Hefe an Reservekohlehydrat und Eiweil} 
betrifft, so stehen die hier erhaltenen Werte in Analogie zu denen, die 
sich bei der zehnten Kultur des Stammes II ergeben hatten. Zum Ver- 
gleich wurde auch wieder frisch in Wiirze kultivierte Anamensishefe 
herangezogen. Die Zahlen auf Trockensubstanz berechnet, sind aus 
der folgenden Tabelle zu entnehmen. 





Koprohefe Gewohnl. Anamensishefe 
%Fo %F9 
PES Sr aS 28,9 57,3 
ME Ss es ee ee se 26,0 22,3 


Fluoreszenzreihenversuch. 


Schon mit der Koprohefe zehnter Generation waren Reihen- 
versuche angestellt worden, bei denen sich gezeigt hatte, daB die Lumi- 
neszenz gleich starker Hefensuspensionen vom py abhingt und dab 
nach dem Absitzen der Hefe die klaren iiberstehenden Fliissigkeiten 
fast dieselbe Fluoreszenzreihenfolge hatten. Die quantitative Be- 
stimmung des von der Hefe in Lésung gegangenen Porphyrins konnte 
aber nur mit einigen Proben vorgenommen werden, nicht aber mit 
der ganzen Reihe. Da der darauffolgende Reihenversuch mit reinem 
Koproporphyrin gezeigt hatte, daB bei gleichem Porphyringehalt die 
Fluoreszenz in der dort beschriebenen GesetzmaBigkeit vom [H’| 
abhingt, konnte beim Hefenversuch aus der Fluoreszenzstirke der 
iiberstehenden Lésungen noch kein SchluB auf die Quantitat des ab- 
gelisten Farbstoffs gezogen werden. Es schienen vielmehr zwei Tat- 
sachen zu superponieren, einerseits die Abhangigkeit der Fluoreszenz 
einer Koprolésung vom px, andererseits die durch die H-Konzentration 
bedingte, verschiedene Ablésung des Porphyrins von der Hefe. 
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Diese Verhaltnisse zu klaren, war der Grund, warum wir auch 
mit der 17. Generation die friiheren Serienansitze wiederholten. 


In jedes Glaschen kamen wieder 10 cem Phosphat-Citronensadurepuffer 
und dazu 3ccm einer Hefesuspension, enthaltend 6 g auf 30 ccm Wasser. 
In der zweiten Spalte der folgenden Tabelle ist die Reihenfolge der Fluo- 
reszenz der Hefesuspensionen und in der dritten Spalte die der klar zentri- 
fugierten Fliissigkeiten aufgefiihrt. In diesen Zentrifugaten wurden dann 
noch durch Zusatz von je 1 cem konzentrierter Schwefelsaéure zur Aufhebung 
der Pufferung alle Proben auf das g'eiche, stark saure py gebracht. Die 
nunmehr beobachtete Reihenfolge (Spalte 4) der Lumineszenz ist ein MaB 
fiir die Konzentration des Porphyrins und gibt somit den gewiinschten 
Aufschlu8 itiber die Abhangigkeit der von der Hefe eluierten Porphyrin- 
menge von der (H*) und zugleich iiber die Beziehung zwischen Porphyrin- 
léslichkeit und (H*). Wir hoffen, diese Verhaltnisse bald auch quantitativ 
wiedergeben zu kénnen. 





Reihenfolge, geordnet nach steigender Fluoreszenz 





PH 
des Puffers | im Zentrifugat nach dem 
| Ansiuern mit Schwefelsiure 


in der Suspension im Zentrifugat 


2,2 7 6 4 

2,8 6 4 3), 

3,4 4 2 9 | kaum zu unter- 
4.0 1 1 1 scheiden 
4,6 2 3 5 

48 3 5 6 

5.4 5 7 7 

6,0 8 8 8 

6,6 9 9 nur langsames 
7.2 10 10 10 ; Ansteigen der 
8.0 11 11 11 Lichtemission 


Anmerkung. Die Proben 1 bis 4 in der letzten Spalte waren violett- 
stichig, die Proben 5 bis 11 mehr ziegelrot (EinfluB des Citrat- und Phos- 
phations !). 


In einem Ansatz waren statt 10ccm Puffer 10 cem Leitungswasser 
zugefiigt worden. Er reiht sich ein zwischen 8 und 9 in den Spalten 2 und 3 
und zwischen 9 und 10 in Spalte 4. 


Die an der Koprohefe zehnter Ziichtung gemachten Beobachtungen 
sind also durch diesen Versuch bestiatigt und dahin erweitert, daB die 
Eluierbarkeit des Koproporphyrins aus Hefe in ahnlicher Weise vom 
pu abhangt, wie die Fluoreszenz. Auch die Lage des Minimums ist 
annahernd dieselbe, wenn man von der geringfiigigen Verschiebung 
vom isoelektrischen Punkte absieht. 


Zur Bestimmung des Porphyringehalts wurden 12,85 g Hefe mit 
Eisessig-Ather behandelt. Der mikrokolorimetrisch ermittelte Wert 
ist aus der weiter unten folgenden Bilanz zu entnehmen. Auch diesmal 
ging ein Teil der roten, nicht porphyrinartigen Pigmente in Lésung, 
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so daB der Eisessig allein und auch das Eisessig-Athergemisch intensiv 
rotbraun gefirbt waren. Als mit Wasser entmischt und gewaschen 
wurde, gingen die roten Farbstoffe vollstandig in die Waschwiasser. 
Deutliche selektive Absorption konnte nicht beobachtet werden. 


Elution des Porphyrins mit 1°/,, KOH. 

Bei den friiheren Elutionsversuchen mit Na,HPO, waren an- 
nahernd 70 bis 80°, des gesamten Porphyrins in das Eluat gegangen, 
wahrend der Rest auch bei linger andauernder, wiederholter Aus- 
waschung in der Hefe verblieben war. 

Es sollte nun untersucht werden, ob sich die Elution nicht noch 
weiter treiben 1é8t, und wir wandten statt der Auswaschung mit sekun- 
darer Phosphatlésung eine kurze Behandlung mit 1° / ,iger. gekiihlter KOH 
an. (Diese Behandlung ist zulassig, ohne eine Schadigung der Hefe 
befiirchten zu miissen, und wird mit Erfolg bisweilen in der Brauerei- 
praxis angewandt, um oft ,,gegangenen‘ Hefen wieder bessere Gar- 
eigenschaften zu verleihen.) 

30 g Koprohefe wurden dreimal] mit je 150 ccm eisgekiihlter 1°/ 9iger 
KOH in den Zentrifugenglisern aufgeriihrt, geschiittelt und zentri- 
fugiert'. Nachdem noch einmal mit Wasser gewaschen worden war, 
wurde Eluat und eluierte Hefe getrennt auf ihren Porphyringehalt 
untersucht. Die Zahlen sind aus der folgenden Tabelle zu entnehmen. 








Retncontede Koproporpbyrin 
af adn \ a a Slo 
Koprohefe vor der Elution ....... 0,246 100 
RG ee ees Gene ce eh, ote 0,234 95,1 
Eluierte Koprohefo. ........6-. | (0,012) (4,9) 


Die eluierte Koprohefe enthielt so wenig Porphyrin, daf eine 
kolorimetrische Bestimmung nicht mehr durchfiihrbar war. Nur ein 
schwaches Spektrum konnte beobachtet werden. Der eingeklammerte 
Wert ist nicht experimentell gefunden, sondern ist als Differenz aus 
dem Gesamtporphyringehalt der Koprohefe und dem des Eluats 
berechnet. 

Mit sehr verdiinnter Lauge kann somit aus Koprohefe fast alles 
Porphyrin entfernt werden, wobei allerdings die Hefe geschwacht zu 
werden scheint. Die Untersuchung iiber die Frage, wieweit sich die 
Porphyrinelution ohne Schiadigung der Hefe treiben ]a8t, soll fort- 


1 Die zentrifugierte Fliissigkeit mu®8 noch schwach alkalisch sein. 
Andernfalls ist etwas mehr KOH-Lésung oder etwas stirkere Lauge zu 
verwenden; jedoch soll die Konzentration von 2°/9, nicht tiberschritten 


werden. 
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gesetzt werden, wenn uns wieder gréBere Mengen von Koprohefe zur 
Verfiigung stehen, so daB dann auch der Porphyringehalt der eluierten 
Hefe direkt ermittelt werden kann. 

AuBerdem beabsichtigen wir, gréBere Mengen von gewoéhnlicher 
Brauereihefe zu eluieren, um auch bei dieser die Verteilung von fest 
gebundenem und eluierbarem Porphyrin quantitativ zu ermitteln. 


Weitere Beobachtungen an der elwierten Koprohefe. 


Die roten Pigmente’ bzw. deren Leukoverbindungen sind auch in 
der eluierten Hefe noch vorhanden. Die der Luft ausgesetzten Stellen 
réten sich intensiv. 

Das Cytochromspektrum ist nach der Elution deutlicher sichtbar 
geworden. ‘ 

Der folgende Stoffwechselversuch, der mit der eluierten Hefe 
nach 31,stiindigem Liegen auf Eis ausgefiihrt wurde, zeigt, daB die 
Behandlung diesmal eine Abnahme der StoffwechselgréBen nach 
sich gezogen hatte. 





Methylen- 
Trockens Versuchs> | N b farbs 
| substenz —dauer_ | Qo, = Poon °Eby_ are Zellen 
mg Min. | %9 
Vor der Elution 5,0 60 34,0 79 115 14 
Nach der Elution 5,0 60 28,9 49 88 10,4 


Die Fluoreszenz der eluierten Hefe war unbedeutend, jedenfalls 
vielmals schwacher als vor der Elution. Ein Reihenversuch, analog 
dem auf 8.113 beschriebenen, bei dem die eluierte Hefe in Puffer- 
losungen von verschiedenem px gebracht wurde, ergab, daB in den 
Suspensionen noch schwache Fluoreszenz auftrat, nicht aber in den 
klaren Zentrifugaten. Die abzentrifugierten Hefeproben der Reihe 
nach auf einen Tonteller gebracht, unterschieden sich nicht in der 
Starke der Lumineszenz. 

Die hier erwahnten und eine Reihe ahnlicher Elutionsversuche 
haben gezeigt, daB bei der schwach alkalischen Wasche die rotfluores- 
zierenden Koprozellen so gut wie vollstandig verschwinden. Der eluierten 
Koprohefe verbleibt aber, wenn man sie als Paste oder als Suspension 
im kurzwelligen Licht betrachtet, noch eine geringe Rotfluoreszenz, 
die nur durch das in den lebenden Zellen verbleibende, nicht eluierbare 
Porphyrin verursacht werden kann. Fiir diese Annahme spricht unter 
anderem auch das von der natiirlichen Koprohefe abweichende 
Verhalten von Porphyrin-Hefe-Adsorbaten bei der nachfolgenden 
Elution (vgl. 8. 127). 


S* 
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Feststellungen am Fluoreszenzmikroskop. 


Endlich wollen wir noch einige Untersuchungen am Fluoreszenz- 
mikroskop erwahnen, die eine wertvolle Bestatigung und Erganzung 
unserer Fluoreszenzreihenversuche und Elutionsversuche darstellen. 
Wir legten Herrn Dipl.-Ing. Jordan die folgenden fiinf Praparate unserer 
17. Ziichtung vor. Seine Beobachtungen iiber die Zellfluoreszenz sind 
in der Tabelle zusammengefaBt. Das Verhiltnis Hefesuspension zu 
Pufferlésung entsprach dem Ansatz bei dem Reihenversuch auf 8. 99. 





Nr. Untersuchte Hefe | Befund im Fluoreszenz-Mikroskop 
7 5 ; at ; : 

1 Gewohnliche Koprohefe 10—15% stark rot fluoreszierende 
Zellen 

2 Eluierte Koprohefe Sehr selten 


nach 24stiindig. Stehen untersucht hellrot fluoreszierende Zellen 


3 | Koprohefe in Puffer py = 2,2 ~— Vereinzelt hellrot fluoreszierende 
| suspendiert Zellen 

4 | Koprohefe in Puffer py = 4,0 10—15 % stark fluoreszierende 
suspendiert Zellen 

5 _ Koprohefe in Puffer py = 8,0 Fast keine fluoreszierenden 
I suspendiert Zellen 


In Ubereinstimmung mit den friiheren Befunden enthielt die eluierte 
Hefe so gut wie keine rotfluoreszierenden Zellen mehr. Ebenso verhielt 
sich die Probe 5. Auch bei Probe 2 sind bis zu einem gewissen Grade die 
rotfluoreszierenden Zellen infolge teilweiser Elution verschwunden. In 
der bei py 4 gepufferten Hefe sind die Koprozellen vollstandig erhalten 
geblieben, da hier die Elution unméglich war. 

Auf die Tatsache, daB sich isoetektrisches Porphyrin in adsorbierter 
Form in bezug auf seine Fluoreszenz anders verhalt, als wenn es in Fliissig- 
keiten verteilt ist, ist im allgemeinen Teile schon hingewiesen worden. 


IV. Uber die Adsorption von Koproporphyrin an verschiedene Hefen. 
(Experimentell gemeinsam mit Dipl.-Ing. Karl Weber bearbeitet.) 


Vorversuche. 

Die Adsorptionsversuche wurden mit Lebedewscher Trockenhefe 
begonnen, die infolge ihres hohen Gehalts an toten, mit Methylenblau 
anfirbbaren Zellen zuniichst als ein geeignetes Objekt fiir die ,,An- 
firbung‘‘ mit Koproporphyrin erschien. Die Porphyrinkonzentration 
betrug etwa 1 auf 2000000 und war somit der bei der natiirlichen 
Koprokultur auftretenden Verdiinnung angepaBt. 

In einem Vorversuch war zu ermitteln, wieviel Lauge zur genauen 
Neutralisierung der zugesetzten salzsauren Porphyrinlésung nétig war. 
Zu diesem Zwecke wurden 10 ccm der Standardlésung zu etwa 1}, Liter 
destilliertem Wasser gegeben, in dem 3g Trockenhefe suspendiert 
waren, dann mit n/5 NaOH bis zur ersten Phenolphthaleinrétung 
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titriert und die ermittelte Laugenmenge beim eigentlichen Versuch 
zugefiigt. 
Ansatz: 1. 10eem Koproporphyrinlésung, enthaltend 5,567 mg Farb- 
stoff in 100cem 5° iger Salzsaéure. 


me 2. 500 cem destilliertes H,O. 

= 3. 92,6cem n/5 NaOH. 

- 4. 250cem Hefesuspension (3g Brauerei-Trockenhefe — in 
250 ccm Wasser suspendiert und 15 Minuten stehengelassen. 

ee 5. 77 cem m/5 sekundaérer Phosphatpuffer. 

- 6. 123 cem m/10 Citronenséure, in Portionen von 5cem im 
Verlauf von 13 Stunden unter haufigem Umschiitteln 
zugefiigt. 


Durch den allmahlichen Saurezusatz nach Art der elektrometrischen 
Titration wurde die Reaktion vom schwach alkalischen Gebiet (pg = 8,9) 
langsam gegen den isoelektrischen Punkt des Koproporphyrins ver- 
schoben, wie aus der folgenden Tabelle fiir einige Zeitpunkte zu ent- 
nehmen ist; (es war damit auch zugleich die Zunahme der Saiuerung im 
Verlauf einer Koprokultur imitiert). 

















Versuchsdauer in Std. . . 1 3 6 7 i) 11 13 


Gesamtsaurezugabe in ccm 
nach dieser Zeit .. . 10 30 60 65 85 105 123 
eS ein aa ee em 7,1 6,5 5,4 5,2 44 4.2 4,1 


Mit destilliertem Wasser wurde schlieBlich auf 1 Liter erginzt. 


Wir verfolgten den Adsorptionsvorgang an der Quecksilberlampe, — 
indem wir einerseits die Suspension betrachteten, andererseits die Hefe ° 
und iiberstehende Fliissigkeit nach dem Absitzenlassen oder Zentri- 
fugieren kleiner Proben, und konnten feststellen, daB schon vor py 5,4 
die Porphyrinfluoreszenz in der Lésung abnahm, die Hefe aber, die 
anfangs farblos war, allmahlich rot aufzuleuchten begann. Nach dem 
letzten Saurezusatz hatte die Hefe starke Fluoreszenz, wihrend die 
iiberstehende Fliissigkeit nicht mehr fluoreszierte. 


DaB8B trotz der groBen Verdiinnung, die annihernd der in einem 
natiirlichen Koprohefenansatz entsprach, so gut wie alles Kopro- 
porphyrin mit der Hefe niedergeschlagen worden war, bestitigte auch 
die nachfolgende Zuriickgewinnung des Farbstoffs, bei der Hefe und 
Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren getrennt nach der Eisessig-Ather- 
methode extrahiert worden sind. Die Hefe enthielt alles Porphyrin, 
das Zentrifugat nur geringe, spektroskopisch eben noch nachweisbare 
Spuren. 


In einem Parallelversuch, bei dem keine Citronensiure zur Hefe- 
suspension zugefiigt worden war und die Lésung nach dem Zentri- 
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fugieren noch schwach alkalisch reagierte (pa 7,8), fand sich noch 
aller Farbstoff gelést vor. 

Bei einem zweiten Vorversuch mit Trockenhefe wurde anstatt 
der Pufferung mit Phosphat-Citronensiure die H-lonenregulation mit 
Acetatpuffer durchgefiihrt. Prinzipielle Unterschiede traten dabei 
nicht auf, jedoch war bei gleichem Porphyringehalt die kiinstliche 
Koprohefe im ultravioletten Licht noch intensiver rot leuchtend. 


Uber die Form des abgeschiedenen Porphyrins. 


Dieser Adsorptionsversuch mit Trockenhefesuspension hatte uns 
noch keine Aufklarung dariiber gebracht, in welcher Form das Porphyrin 
mit der Hefe abgeschieden worden ist, ob es in grobdisperser Form 
zwischen die Hefenzellen eingebettet war, ob es die Zellen ,,echt an- 
farbt* hatte und in dieselben eingedrungen war, endlich, ob Adsorption 
an die Zellmembran stattgefunden hatte. Bei den beiden Méglichkeiten 
ist auch noch zu unterscheiden, wie sich bei diesen Vorgingen lebende 
und tote Zellen verhalten. 

Die erste Méglichkeit lieB sich leicht ausschlieBen. 

DaB eine Abscheidung in Form von Flocken nicht stattgefunden 
hatte, ergab schon die mikroskopische Untersuchung vieler Hefebilder. 
Gefarbte Flocken konnten bei den zur Mikroskopie von Hefezellen 
iiblichen VergréBerungen nicht wahrgenommen werden. 

Diese Méglichkeit lieB sich auch durch einen weiteren Versuch 
ausschlieBen, der analog dem Adsorptionsversuch ausgefiihrt wurde, 
aber unter Weglassung der Hefesuspension. 


Ansatz: 1,5 cem Koproporphyrinstandard, 
60 »\ EO, 
7,7. ,,. m/5 sekundarer Phosphatpuffer, 
2,53 ,, mn NaOH zur genauen Neutralisation der 5 °,igen 
salzsauren Standardlésung, 
12,3. ,,. +1m/10 Citronensaéure, allmahlich zugefiigt und mit 
Wasser auf 100 ccm erginzt. 


Die vor Beginn der Saéurezugabe miachtig fluoreszierende Lésung 
(alkalisches Fluoreszenzspektrum) zeigte nach Zugabe der letzten Citronen 
siure (pq 4,02) keine Rotfluoreszenz mehr. (Wird eine Probe mit NaOH 
oder HCI versetzt, so tritt gleich wieder starke Fluoreszenz auf.) Im Tages- 
licht war die Fliissigkeit klar und schwach blaulich irisierend. Nach 
zweistiindigem Stehen war noch keine Flockung eingetreten. Auch langes, 
scharfes Zentrifugieren fiihrte zu keiner Sedimentation. Bei wiederholtem 
Filtrieren 14B8t sich der ganze Farbstoff an das Filter adsorbieren und die 
filtrierte Lésung ist dann praktisch porphyrinfrei.' 





1 Aus dem letztgenannten Grunde ist es wichtig, daB die zu dem 
Versuch verwendeten Lésungen méglichst frei von Fasern sind, da dieselben 
sonst zu einer vorzeitigen Porphyrinabscheidung AnlaB geben kénnen. 
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Dieses Experiment zeigt, daB in sehr verdiinnten Lésungen von 
isoelektrischem Koproporphyrin eine grobdisperse Abscheidung des 
Farbstoffs eine Zeitlang unterbleibt. Es tritt aber sofort Adsorption 
ein, wenn die Fliissigkeit mit einem geeigneten Kérper mit starker 
Oberflachenentfaltung in Beriihrung kommt. Die Rolle des Filtrier- 
papiers bei diesem Versuch spielte beim vorigen Versuch sowie in der 
natiirlichen Koprokultur die Hefe. Auf die priparative Bedeutung 
dieser Porphyrinadsorption haben wir im allgemeinen Teil hingewiesen. 


Adsorption von Koproporphyrin an lebende und autolysierte Hefen. 


Um die Umstande, die zum Auftreten fluoreszierender Kopro- 
hefenzellen fiihren, naher ergriinden zu kénnen, und um _ unsere 
aus den Reihen- und Elutionsversuchen gebildete Ansicht iiber das 
merkwiirdige Entstehen und Verschwinden fluoreszierender Zellen 
im Verlauf der Koprokultur zu begriinden und zu erweitern, wurden 
die folgenden Adsorptionsversuche mit Hefe in verschiedenem Er- 
nahrungszustand und mit verschiedener Vorbehandlung ausgefiihrt. 


Die Methodik war im Prinzip dieselbe, nur wurden gelegentlich 
andere Puffergemische zur Regulation der Wasserstoffionenkonzentration 
verwendet. Auch Zucker und Alkohol setzten wir bisweilen zu, um 
den Hefen natiirliche Verhaltnisse zu bieten. Sehr wertvoll war es endlich, 
daB wir auch die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung auf unsere 
, kiinstlichen Koprohefen* anwenden konnten. 


1. Versuch mit virulenter Anamensishefe. 
Die Hefe war in gehopfter, heller Wiirze geziichtet, einmal mit 
3°, iger Natriumphosphatlésung und dann mit destilliertem Wasser 
gewaschen worden. Die Zahl der toten Zellen betrug 7,2°,,. 


Der Ansatz enthielt auf 150 ccm: 


1. 1,5 cem Porphyrinlésung, entsprechend 0,085 mg Kapropor- 
phyrin. 
2. 100 » destillierter H,O, dem 1g Rohrzucker und 7,5 ccm 


Alkohol zugesetzt waren. 
3 2,53 ,, n NaOH. 
4. 7,7. ,, m/5 sek. Natrium-Phosphatlésung. 
5 15 g abgepreBte Hefe. 
6. 12,3 cem m/10 Citronensiure im Verlauf von 2% Stunden zu- 
gefiigt. 
Anfangs-py = 8,4, End-pyg = 3,8. Es wurde die Hefe abzentrifugiert. 


Makroskopischer Befund. Die Hefe hatte nur sehr geringe Fluo- 
reszenz. Mit sekundiarer Phosphatlésung behandelt, geht das Porphyrin 
wieder in Lésung. Die Hefe hatte also den Farbstoff adsorbiert. Die nach 
der Adsorption klar zentrifugierte Lésung enthielt noch einen geringen 
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Anteil des Porphyrins. Vielleicht war infolge der Garung die Aufnahme 
nicht so quantitativ. 

Fluoreszenz-mikroskopischer Befund. Sehr viele, aber nur 
ganz schwach fluoreszierende Zellen. Man kann nicht von eigentlicher 
Koprohefe sprechen. 


Die Ausgangshefe zeigte keine Spur von Fluoreszenz. 


Resultat Auch an virulente, in Wiirze geziichtete Hefe kann 
Koproporphyrin adsorbiert werden, doch treten dabei nur unbe- 
deutende Fluoreszenzerscheinungen auf. 


Zweiter Versuch. 


Als Adsorbens dienten folgende drei Hefen, deren Vorgeschichte 
und Ernahrungszustand vollstaéndig verschieden war. 


a) Anamensishefe, reingeziichtet in ungehopfter, heller Bierwiirze, 
nach beendeter Girung noch 3 Tage gestanden, zweimal mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Farbe der abzentrifugierten Hefe gelbbraun. 
7,1°, tote Zellen. 


b) Acetondauerhefe, die 3 Wochen in mit Toluol versetzter Zucker- 
lésung gewesen war. (Sie stand noch von einer anderen Arbeit zur 
Verfiigung.) Alle Zellen nehmen Methylenblau im Innern der Zellen 
auf. Farbe rein weil. 


c) Eine der natiirlichen Autolyse unterworfene Anamensishefe. 
Eine in 2 Liter Wiirze geziichtete Hefereinkultur wurde in einen 5-Liter- 
kolben mit sterilem, destilliesten Wasser tibergeimpft. Der Versuch 
stand bei 25° im Thermostater' und wurde haufig umgeschiittelt. Jeden 
zweiten Tag impften wir in neues Wasser iiber, im ganzen viermal. 
Zahl der toten Zellen 61 °,. 


Bei dieser denkbar einwandfreien Art der Autolyse tritt durch Selbsi- 
girung, Endoproteolyse und Selbstverdauung unter der Wirkung der 
Enzyme rasch Schwaéchung und nach langerer Zeit der Tod der Zellen ein. 
Die Zellen werden immer leerer, und schlieBlich bleibt nur noch die aus 
Hemizellulosen bestehende Zellmembran! iibrig. Inrrtiimlich ist aber die 
Ansicht, da dabei eine vollstaéndige Auflésung von Zellen eintrete. Auch 
die monatelang autolysierte Hefe besteht immer noch aus zellaéhnlichen 
Gebilden, wenn diesen auch gréBienteils die Zellinhaltsstoffe fehlen. 


Von diesen Hefen a), b) und c) kamen je 1,5 g zur Verwendung. 
Ansatz und Ausfiihrung waren dieselben wie beim vorigen Versuch, 
auBer der unbedeutenden Abanderung, daB Dextrose statt Saccharose, 
ferner nur die halbe Menge Alkohol zugesetzt wurde. 


1 Vgl. hierzu G. Dreyer, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 36, 217, 1913; 
sowie Inaug.-Diss. Miinchen, Techn. Hochschule 1912. 
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Die zur allmahlichen Verschiebung der H*-Konzentration not- 
wendige Citronensiure wurde in Anteilen zu 0,5ccm unter starkem 
Umschiitteln alle 10 Minuten zugefiigt. Obwohl die Anderung des py 
somit bei den drei Ansitzen dieselbe war, treten markante Unter- 
schiede auf. 

Bei a) verschwand die anfanglich (pq 9,1) vorhandene Fluoreszenz 
der Zellsuspension rasch. Als wir pq 7,3 maBen, war nur noch schwache 
Fluoreszenz zu erkennen. Die Lumineszenz scheint durch den an- 
wesenden gelben Hefefarbstoff verdeckt worden zu sein. 

Ganz anders bei b) und c). Hier nahm die Fluoreszenz der Suspension 
bei der Annaherung an den isoelektrischen Punkt viel langsamer ab, 
und auch nach dem letzten Saurezusatz war eine noch deutlich wahr- 
nehmbare Fluoreszenz der Hefesuspension zu beobachten. Da die 
beiden Hefen vor der Adsorption fast rein wei waren, machte sich 
der fluoreszenzverdeckende Einflu8 der gelben Hefefarbstoffe nicht 
geltend. 

In den fertiggestellten Versuchen wurde py gemessen, nach etwa 
1 Stunde zentrifugiert und Hefe und Zentrifugat getrennt untersucht. 
Die Priifung auf Porphyrin geschah in der Lésung teils spektrochemisch 
nach dem Extrahieren mit Lésungsmitteln, teils durch Fluoreszenz- 
untersuchung, letztere einerseits bei unverinderter und andererseits 
bei alkalischer bzw. saurer Reaktion. Die Hefen wurden auf Fluoreszenz 
geprift direkt im Zentrifugenglas und im Fluoreszenzmikroskop 
(Dr. Mayer), suspendiert teils in Wasser und teils in Pufferlésung. 





Virulente Hefe Acetondauerhefe Autolysierte Hefe 


Siete 4,17 4,21 4,02 


Fluoreszenz d. Hefe 
a) direkt im Zentri- | Nur an der Oberfil. GleichmaBig rosa Sehr starke Rot- 
fugenglas auBerst schwache fluoreszierend fluoreszenz 
Fluoreszenz 


b) im Fluoreszenz- Schwache, hellrote Nicht untersucht Sehr starke Rot- 


mikroskop, sus- Fluoreszenz hb. etwa fluoreszenz bei etwa 
pendiert in dest. 10% der Zellea 60°% der Zellen 
H,O 
suspend. in m/50 Schwiachere Fluo- Nicht untersucht Etw.abgeschwicht, 
Phosphat puffer reszenz, etwa 6%, 25 % intensiv 
Py = 7 hellrot leuchtende rottluoreszierende 
Zellen Zellen 

Zentrifugat 

Sh rer Gelblich Farblos Farblos 

b) Porphyringehalt Noch  spektrosko- Porphyrinfrei Spuren 


pisch nachweisbare 
Mengen 
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Anmerkung. Wir glaubten Camals nech, die Fluoreszenz kénne im Fluo- 
reszenzmikroskop vielleicht nicht wahrgenommen werden, selbst wenn 
Porphyrin von den Zellen adsorbiert worden ist, weil, wie wir friiher fest- 
gestellt hatten, eine Koproporphyrinlésung im isoelektrischen Punkte 
ein Minimum von Lichtemission aufweist. Aus diesem Grunde setzten 
wir zu je einer Probe unserer Hefesuspensionen vor der fluoreszenz-mikro- 
skopischen Untersuchung eine Spur von neutralem Puffer zu, um ein fiir 
die Lumineszenz giinstiges pq zu schaffen. Die in der Tabelle aufgefiihrten 
Tatsachen zeigen aber, daB unsere Annahme sich nicht bestatigt hatte. 
Die ,,Koprozellen*, die sich im isoelektrischen Milieu befinden, zeigen sogat 
stiirkere Fluoreszenz als die bei py 7 suspendierten. Es scheint im letzteren 
Falle schon teilweise Elution stattgefunden zu haben. Auf die scheinbar 
mit den friiheren Beobachtungen im Widerspruch stehende Tatsache, 
daB isoelektrisches Koproporphyrin in adsorbiertem Zustande so stark 
fluoresziert, wurde schon weiter oben (S. 80 u. 116) hingewiesen. 


Hatten die bisherigen Adsorptionsversuche nur gezeigt, daB aus 
einer fiir Koproporphyrin isoelektrischen Lésung sich aller Farbstoff 
leicht an Hefe und andere Adsorbentien binden lat, so war durch 
diesen Versuch festgestellt, daB bei der Adsorption rotfluoreszierende 
Hefezellen entstehen kénnen, die sich, was ihr Verhalten im 
Fluoreszenzmikroskop betrifft, in nichts von natiirlicher Koprohefe 
unterscheiden. 


Wenn auch das Porphyrin von toter, in Autolyse begriffener und 
virulenter Hefe aufgenommen wird (im letzten Falle allerdings nicht 
vollstandig), so miissen, damit rotfluoreszierende ,,Koprozellen“ auf- 
treten, besondere Voraussetzungen erfiillt sein, wie sie sich am besten 
bei toten und in Autolyse begriffenen Hefezellen vorfinden. 


Die von R. M. Mayer in natiirlichen Koprokulturen gemachten 
Beobachtungen, daB Koprohefezellen meistens tot oder in Autolyse 
begriffen sind, haben sich bei diesen und den folgenden Adsorptions- 
versuchen mit mehr oder minder groBer RegelmaBigkeit als zutreffend 
erwiesen. Dagegen wird die Deutung des Entstehens und Verschwindens 
von rotfluoreszierenden Zellen im Verlauf der Koprohefenziichtung 
sowohl durch unsere Elutions- wie Adsorptionsversuche auf eine 
andere Basis gestellt, worauf wir im allgemeinen Teil schon ein- 
gegangen sind. 


DaB lebende Hefezellen nicht in den Zustand starker Fluoreszenz 


gebracht werden kénnen, obwohl sie in reichlicher Menge den Farbstoff 


aus der Lésung adsorbieren, haben wir anfangs durch die vorhandenen 
fluoreszenzverdeckenden gelben bis braunen Farbstoffe zu erklaren 
versucht. Dagegen besteht der Einwand, daB Trockenhefe, die infolge 
des Trocknungsprozesses eher farbstoffreicher ist, nach erfolgter 
Adsorption miichtig aufleuchten kann. AuBer den gelben Farbstoffen 
muB es eine wichtige Rolle spielen, ob die Hefezellen tot bzw. geschadigt 
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sind oder ob sie lebendig sind, ferner, ob das Porphyrin durch die Zell- 
membran in das Innere der Zelle eindringen kann, oder ob es nur an 
der Oberflache adsorbiert bleibt. Im ersteren Falle, also bei der 
toten und geschiadigten Zelle, treten dann starke Fluoreszenz- 
erscheinungen auf, im letzteren Falle nur auBerst schwach fluo- 
reszierende Zellen. 

Dies zeigen die folgenden Versuche, bei denen die Hefe vor der 
Adsorption kurze Zeit mit Plasmagiften behandelt worden ist. 

Hefemenge, Porphyrinmenge, sowie die Ausfiihrung der Adsorption 
waren dieselbe wie bei den bisherigen Adsorptionsversuchen. Zur Ab- 
tétung wurde zuvor die Hefe in Wasser suspendiert und der Suspension 
etwas Chloroform bzw. Toluol zugesetzt. Nach etwa 1] Stunde wurde der 
UberschuB des Giftstoffs entfernt. Die noch einmal mit Wasser gewaschene 
Hefe diente dann zum Adsorptionsversuch. 





Tote Zellen Im ultras Rot 
? Yeeerae Methylenblau) “fivoressiert  Zellen 
Ff die Hete o/, 
1 | Frische Brauerei-Unterhefe . . 4 schwach i— 3 
2 | Dieselbe mit Toluol vergiftet . 80 stark rot 99—100 
3 a . Chloroform , ; 100 intensiv rot 99—100 
4 n ” - ‘ 
und nach der Adsorption das 
Chloroform durch Durchleiten 
von Luft vertrieben .... 100 a i. 99—100 


Anmerkung. Bei Probe 1 ewar die Adsorption nicht vollstandig, bei 
Probe 3 verblaBte die Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop rasch. 

Die Verainderung der Permeabilitét der Zellmembran wird im all- 
gemeinen als Grund dafiir angegeben, daB nach der Behandlung mit Chloro- 
form oder Toluol Farbstoffe in das Innere der Zellen einzudringen vermégen. 
Die Tatsache, da auch hier Methylenblauanfarbbarkeit und Porphyrin- 
adsorption parallel gehen, ist ein schwerwiegendes Argument dafiir, dab 
das Porphyrin ebenso wie Methylenblau in das Innere einer toten Hefenzelle 
eindringen kann. Die folgenden Versuchsserien sollten hieriiber noch 
weiteren AufschluB8 bringen. 


V. Zur Frage der Lokalisierung des Porphyrins in natiirlicher und kiinstlicher 
Koprohefe. 

Wie erwahnt, liegt der prinzipielle Unterschied bei der Adsorption 
von Koproporphyrin an lebende und tote bzw. autolysierte Hefe darin, 
daB8 nur im letzteren Falle rotfluoreszierende Hefezellen auftreten, 
obwohl in beiden Fallen Porphyrin in reichlicher Menge aufgenommen 
wird. Der Grund fiir dieses verschiedene Verhalten zu finden, war 
das Ziel, das wir nun anstrebten. 
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Aus unseren Elutionsversuchen wissen wir, daB der gréBte Teil 
des Porphyrins nur in lockerer Bindung an Koprohefe gebunden ist. 
Ferner gibt die haufig bei natiirlichen und ,,kiinstlichen’’ Koprohefen 
zutreffende Parallele, die zwischen Rotfluoreszenz und Anfarbbar- 
keit mit Methylenblau besteht, einen Fingerzeig in der Richtung, 
daB etwa bei den toten Zellen Porphyrin in das Innere eindringen 
kann, waihrend es bei den lebenden Zellen nur auf die Zellmembran 
aufzieht. 


Es lag nun der Gedanke nahe, da die Verschiedenheit in der 
Lokalisierung des absorbierten Porphyrins sich am ehesten im Verhalten 
von kiinstlich erzeugten Koprohefen bei der nachfolgenden Elution 
auswirken miisse, etwa in der Weise, daB bei gleichgehaltenen, geeigneten 
Elutionsbedingungen in einem Falle die Ablésung leichter als im anderen 
sich vollziehen miisse, mit anderen Worten, daB die Festigkeit der 
Adsorptionsbindung eine verschiedene sein miisse. 


Es wurden zu diesem Zwecke vergleichende Bilanzversuche in 
gréBerer Zahl angestellt, bei denen Porphyrin unter Konstanthaltung 
aller Bedingungen einerseits an hochvirulente Hefen mit geringem 
Gehalt an toten Zellen, andererseits an autolysierte, geschwachte Hefe 
mit viel methylenblauanfairbbaren Zellen, endlich auch an_ speziell 
vorbehandelte Hefen adsorbiert wurde. Nach beendeter Adsorption 
wurde unter ahnlichen Bedingungen wie bei den friiheren Versuchen 
eluiert und in jedem Falle das Porphyrin im Eluat und in der Hefe 
quantitativ bestimmt und iiber die Verteilung eine Bilanz aufgestellt. 
Wir wollen, uns damit begntigen, von dieser Versuchsreihe nur zwei 
vergleichende Ansiatze wiederzugeben, da es uns, trotz sonstig inter- 
essanter Beobachtungen merkwiirdigerweise in einer Reihe von Ver- 
suchen nicht gelungen ist, alles Porphyrin quantitativ wiederzugewinnen, 
und zwar infolge der stindigen Bildung von Komplexsalzen, die die 
Bilanz verschleierten. 


Bilanzversuch mit virulenter und autolysierter Hefe. 


Vorgeschichte der Hefen. 

a) Virulenter Anamensishefestamm kurz vor vollsténdiger Vergarung 
der Wiirzekultur entnommen. 14,2°, tote Zellen. 

b) Anamensishefenstamm 3 Wochen der natiirlichen Autolyse unter- 
worfen (vgl. 8.120). 56,4° tote Zellen. 

Die beiden Ansitze enthielten je 


1. 15cem Koproporphyrin-Standardlésung, enthaltend 0,522 mg Por- 
phyrin in 5° iger, salzsaurer Lésung ; 


2. 600 cem H,O, sowie 30cem Alkohol und 15g Rohrzucker; 
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3. 25,08cem n NaOH zur genauen Neutralisierung der salzsauren 
Porphyrinlésung ; 


4. 15g zentrifugierte Hefe a) und b) in je 100 cem H,O suspendiert ; 


, 


5. 77 ccm m/5 sekundérer Phosphatlésung, die das py 7,41 bzw. 7,79 
erzeugte ; 

6. 123cem m/10 Citronenséure im Laufe von 4 Stunden unter 
standigem Schiitteln in Portionen von 1 ccm zugefiigt, wodurch in 
beiden Fallen annéhernd py 4 erreicht wurde. 


Im Falle der virulenten Hefe verschwand die Fluoreszenz der 
Suspension schon lange vor Erreichung des isoelektrischen Punktes. 


Nach dem Erginzen auf 1000 ccm wurde abgeschleudert und 
Zentrifugat und Hefe getrennt untersucht. Die Resultate sind in 
folgender Ubersichtstabelle zusammengestellt. 





| Versuch Versuch 
i mit autolysierter Hefe mit virulenter Hefe 
Klares Zentrifugat 
PH Pe ae 28 4,13 4,01 
Porphyringehalt Spuren, nur mit Fluoreszenz Nicht kolorimetrierbare, 
nachweisbar aber spektroskopisch deut- 


lich feststellbare Mengen 


Hefe nochmals mit dest. Priachtige, rotviolette Fluo- Die oberste Schicht zeigte 
H,0 gewaschen,zen- reszenz, wie normale Kopro- intensive Fluoreszenz, die 
trifugiert und im hefe; gleichmaBig von der nach unten rasch abnahm. 
Zentrifugenglas be- obersten Schicht bis zum | Die Hefe am Boden 4uo- 


obachtet Boden durchgefarbt resziert nicht 4 
Waschwasser Porphyrinfrei Briunlich gefarbt, por- 
phyrinhaltig 


Elution. Beide Hefen wurden in 480 cem eiskalter, 5 %iger sekundarer 
Phosphatlésung aufgeschlammt, */, Stunden geschiittelt und dann gleich- 
zeitig zentrifugiert. 





Versuch Versuch 
mit autolysierter Hefe mit virulenter Hefe 


Eluat 
OR iaicacis os kat ere 8,3 7,9 
Porphyringehalt. . 0,178 mg* 0,169 mg* 
Eluierte Hefe im Zen- Noch deutliche Rotfluo- Keine Rotfluoreszenz mehr 
trifugenglas reszenz, wenn auch viel zu erkennen. Viel weniger 
schwacher als vor der Elu-| Porphyrin vorhanden als 


tion. Bei der Extraktion bei der  autolysierten 
mit Eisessig-Ather vielmehr Hefe* 
Farbstoff vorhanden, als bei 

der virulenten Hefe* 


* Es war auBerdem noch Porphyrinkomplexsalz im Restaéther vorhanden. 
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Ergebnis. 


Wie aus natiirlicher Koprohefe, so ist aus der kiinstlich durch 
Adsorption erzeugten das Porphyrin zum_ gréBten Teile wieder 
eluierbar. 


Wenn auch infolge der Bildung von Porphyrinkomplexsalz (Spek- 
trum 560 uu) die quantitative Verteilung des Porphyrins zwischen 
Hefe und Fliissigkeit bei Adsorption und Elution noch nicht zahlen- 
maBig gefaBt werden konnte, so zeigt der Versuch dennoch, daB die 
vollstandige Adsorption an autolysierte Hefe leichter gelingt als an 
virulente, und da andererseits die Haftfestigkeit nach erfolgter Ad- 
sorption bei der autolysierten Hefe eine starkere zu sein scheint als 
bei der virulenten. 

Zwei kritische Einwande miissen gemacht werden, die bei den 
folgenden Versuchen Beriicksichtigung fanden. 


Die durch den Zuckerzusatz bedingte Garung setzte bei der 
virulenten Hefe friihzeitiger ein und war auch lebhafter als im anderen 
Falle. Die Garung kann aber den Absorptions- und Elutionsvorgang 
in irgendeiner Weise beeinflussen. 


AuBerdem hatte die natiirlich autolysierte Hefe, wie wir festgestellt 
haben schon an und fiir sich schwache Fluoreszenz und einen nicht 
zu vernachlissigenden Porphyringehalt, so daB die gréfere Haft- 
festigkeit auch nur vorgetéuscht sein kann. 


Diese beiden Punkte wurden bei zwei ahnlichen Versuchen beriick- 
sichtigt, die aber ebenfalls wegen der Bildung von Komplexsalz zu 
keiner befriedigenden Verteilungsbilanz fiihrten und deshalb wegen 
Platzmangel hier nicht mehr aufgenommen werden sollen. Die Por- 
phyrinaufnahme durch die natiirlich autolysierte Hefe war auch hier 
wieder vollstandiger als durch die virulente. Erwahnt soll noch werden, 
daB der Unterschied zwischen rotfluoreszierenden Zellen und methylen- 
blauanfirbbaren Zellen hier besonders auffallig war. Die virulente 
Hefe mit 12°, Mb-Zellen gab annihernd 20 bis 25°, rotfluoreszierende 
Zellen, und die natiirlich autolysierte Hefe bei 30 bis 37°, toten ergab 
etwa 95°, rotfluoreszierende Zellen. 


Das Arbeiten mit steril autolysierter Hefe hat auBer der lang 
dauernden Herstellung auch noch den Nachteil, daB sie nicht zu 
100°, aus toten Zellen besteht, wie es fiir unsere vergleichenden 
Bilanzversuche erwiinscht wire. Nachdem oben festgestellt worden 
war, da8 man mit Chloroform getéteter Hefe leicht zu einer ,,kiinst- 
lichen Koprohefe‘‘ mit 100°, fluoreszierenden Zellen gelangen kann, 
haben wir zum folgenden Bilanzversuch die so vorbehandelte Hefe 
verwendet. 
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Bilanzversuch mit Chloroform abgetéteter Hefe. 
Vorbehandlung der zur Adsorption verwendeten Hefen: 
a) Abgetétete Hefe: 20 g untergérige Bierhefe wurden mit Chloroform- 


wasser 1 Stunde lang behandelt und dann abzentrifugiert. 100% 
Mb-Zellen. 


b) Virulente Hefe: 20 g derselben Hefe wurden 1 Stunde mit Wasser 
behandelt und zentrifugiert. 17°, Mb-Zellen. 


Ausfiihrung der Adsorption wie bisher. Verwendet wurden je 20 cem 
einer Standardlésung, die 0,803 mg Koproporphyrin enthielten. Die 
Adsorption dauerte 3 Stunden, darauf wurde abzentrifugiert. Die tote Hefe 
zeigte prachtige Rotfluoreszenz, die virulente fast keine. Nach 14stiindigem 
Stehen wurden die Hefen mit je 480cem 5° iger, sek. Phosphatlésung 
’/, Stunden eluiert und nochmals mit Wasser gewaschen. Nach der 
Elution hatten beide Hefen ihre Fluoreszenz verloren. SchlieBlich wurde 
wieder das Porphyrin in den Zentrifugaten nach der Adsorption, in den 
Eluaten und in den eluierten Hefen bestimmt. Die Ergebnisse waren 
die folgenden: 





Abgetotete Hefe Virulente Hefe 
Porphyringehalt in mg 
in den Zentrifugaten . . . . | Wenig, nur spektroskopisch 0,14 
nachweisbar 
ae 0 0,76 0,63 
ye, 5's es Spuren Spuren 


Die Adsorption erfolgte somit an die abgetétete Hefe fast quantitativ, 
von der virulenten Hefe wurden nur etwa 78°, des gesamten Por- 
phyrins aufgenommen. Ein merklicher Unterschied in der Eluierbarkeit 
des Porphyrins konnte nicht festgestellt werden. Nach der Elution 
waren beide Hefen praktisch porphyrinfrei. 


Uberblickt man die bisherigen Resultate, die wir sowohl bei der 
Elution von natiirlichen wie ,,kiinstlichen‘* Koprohefen sowie, bei der 
Adsorption von Porphyrin an verschieden vorbehandelte Hefen erhalten 
haben, so steht der Annahme, da das Koproporphyrin in die toten 
Zellen eindringt, wahrend es an die lebenden Zellen nur oberflachlich 
adsorbiert wird, nichts im Wege. 


Vielleicht liefert die Bestimmung der Adsorptionsisothermen des 
Porphyrins fiir lebende Hefe einerseits und tote Hefe andererseits 
hier noch weiteres Beweismaterial. 


Bei diesem Versuch hat sich auch noch ein wichtiger Unterschied 
zwischen natiirlicher Koprohefe und den _ kiinstlichen Porphyrin-Hefe- 
adsorbaten ergeben. Im ersteren Falle verbleibt nach der Elution der 
Koprohefe noch ein Rest (etwa 20°) von Koproporphyrin erhalten. Obwoh! 
die rotfluoreszierenden Koprozellen verschwunden sind, hat die eluierte 
Koprohefe, wenn man sie als Brei oder Suspension an der Quarzlampe 
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betrachtet, noch eine schwache Restfluoreszenz, herriihrend von dem 
nicht eluierbaren Porphyrin der lebenden Zellen. Die kiinstlichen Adsorbate, 
die zwar in ihrem Fluoreszenzverhalten vollkommen mit der natiirlichen 
Koprohefe iibereinstimmen, werden dagegen durch die Elution wieder 
porphyrinfrei und verlieren die Fluoreszenz vollsténdig. 


Zusammenfassung. 


Zwei Hefestimme von Saccharomyces anamensis wurden iiber 
1 Jahr lang unter den zur Koproporphyrinanreicherung fiihrenden 
Bedingungen fortgeziichtet, wobei am Ende jeder Garung der gréBere 
Teil der Hefe fiir fortlaufende Untersuchungen entnommen wurde, 
wihrend der Rest zur Weiterziichtung des Stammes diente. Unter 
Benutzung einer geeigneten Reinzuchtapparatur sind die Hefekulturen 
bis iiber die 30. ,,Generation‘‘ hinaus biologisch einwandfrei propagiert 
worden. Zu einem Absterben eines Hefestammes ist es trotz der starken 
Porphyrinanreicherung nicht gekommen. 

Bei guter Vergirung und befriedigendem Hefewachstum fiel das py 
im Verlauf einer Kultur vom Neutralpunkt bis annahernd pg 4. 

Die Zellen sind bei den héheren ,,Generationen“ stark vergréBert, 
im allgemeinen aber gut entwickelt, trotz gewisser Anomalien. 

Im Fluoreszenzmikroskop wurde bei jeder zweiten Uberimpfung 
die Zahl der rotfluoreszierenden Koprozellen geschatzt. Dieselbe 
stimmte mehr oder minder gut mit der Zah] der toten, Methylenblau 
aufnehmenden Zellen ‘iberein. 

Dem hohen Glykogengehalt steht ein niedrigerer EiweiBgehalt 
gegenitiber. 

Die Atmungs- und Girungsleistung wurde in regelmaBigen Inter- 
vallen bestimmt. Die erhaltenen Q-Werte liegen fiir Koprohefe niedriger 
als fiir gewéhnliche Anamensishefe. Da die Atmung im allgemeinen 
weniger verringert wird als die Giarung, ist auch eine Umstimmung 
des Stoffwechseltypus zu verzeichnen. 

AuBer der starken Porphyrinanreicherung fallt das Auftreten und 
Verschwinden intensiv roter Begleitfarbstoffe auf, bei deren Bildung 
das Licht eine Rolle zu spielen scheint und die zum gréBten Teile als 
ungefiarbte Vorstufen in der Hefe vorhanden sind und sich aus denselben 
bilden, wenn die Hefe mit der Luft in Beriihrung kommt. 

Das Cytcchromspektrum konnte auch noch bei den Altesten 
Kulturen erkannt werden. 

Es wurde der isocelektrische Punkt von Koproporphyrin nacli 


verschiedenen Methoden bestimmt. Derselbe liegt bei pa = 4 und ist 
gekennzeichnet durch eine Reihe kritischer Eigenschaften. (Minimum 
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der Léslichkeit, Maximum der Adsorbierbarkeit.) Besonders ist das 
interessante optische Verhalten hervorzuheben. (Zwitter- oder Uber- 
gangsspektrum vom ,,sauren zum_ ,,alkalischen‘‘ Spektraltypus, 
Minimum der Fluoreszenz einer verdiinnten, wasserigen Porphyrin- 
lOosung. ) 

Diese physikalisch-chemischen Ergebnisse wurden der Ausgangs- 
punkt fiir die Klarung wichtiger Vorginge bei der Koprokultur der Hefe. 

Wiahrend den bisherigen Arbeiten die Annahme zugrunde lag, 
daB das Porphyrin ausschlieBlich in der Zelle sitze, konnte bewiesen 
werden, daB der gréBere Teil, etwa 70 bis 80°, des gesamten Farbstoffs, 
locker an die Hefe gebunden ist und ohne Schidigung derselben schon 
bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion spontan eluiert werden 
kann. Dabei verschwinden die rotfluoreszierenden Koprozellen. 

Da auch die Nahrlésung (etwa py 7) als Eluens wirkt, ist das 
Verschwinden von Koprozellen bei der Uberimpfung in neue Nihr- 
lésung erklarlich geworden. Das Koproporphyrin geht in Lésung. 

Das eluierbare Porphyrin setzt sich zusammen aus dem Porphyrin 
der toten Zellen und aus dem, das an der Oberfliche der lebenden 
Zellen adsorbiert ist. 


Die iibrigen 20 bis 30 °,, des Farbstoffs befinden sich in den lebenden 
Hefezellen und kénnen erst nach der Abtétung gewonnen werden. 


Auch der umgekehrte Vorgang, die Adsorption von Koproporphyrin 
an Hefe, ist uns unter physiologischen Bedingungen gelungen. Sie 
wird erreicht, wenn man eine porphyrinhaltige Hefesuspension durch 
Saurezusatz auf pq 4 bringt. Dabei nimmt tote und in Autolyse be- 
griffene Hefe das Porphyrin selbst aus enorm verdiinnten Lésungen 
so gut wie quantitativ auf unter Bildung von prachtig rotfluoreszierenden 
Zellen, virulente Hefe nimmt das Porphyrin zwar in hinreichender 
Menge auf, doch bleibt die Rotfluoreszenz aus. Wiahrend Kopro- 
porphyrin in die toten Zellen einzudringen vermag, wird es von den 
lebenden Zellen nur oberflachlich adsorbiert. 

Somit ist geklart, wie bei der Koprokultur die lockere Bindung 
des Porphyrins an Hefe zustande kommt, ferner das Auftreten von 
rotfluoreszierenden Koprozellen am Ende der Girung (pq 4) und 
die Tatsache, da$ die Koprozellen meistens tot sind. Das beim Uber- 
impfen eluierte Porphyrin wird am Ende der Girung wieder an die 
Hefe in obigem Sinne adsorbiert. 

Im Lichte der physikalisch-chemischen Betrachtungsweise ergibt 
sich somit das mysteriése Verschwinden und Auftreten von rotfluo- 
reszierenden Koprozellen im Verlauf der Koprokultur als ein Spiel 
zwischen Elution und Adsorption. 
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Offen bleibt noch die Frage, warum und wie die gesteigerte Por- 
phyrinproduktion zustande kommt, ferner auf welche Weise bei der 
ersten ,,Generation’: das Koproporphyrin in die Nahrlésung bzw. auf 
die Oberfliche der Hefe gelangt. 

Die Untersuchung wird in dieser Richtung fortgesetzt. Cher 
weitere Studien iiber das elektrochemische Verhalten der Porphyrine 
wird niachstens berichtet werden. 

Zum Schlu8 méchte ich noch meinem verehrten Chef, Herrn Pro- 
fessor H. Liiers, meinen herzlichsten Dank aussprechen fiir die mannig- 


faltige Anregung und Unterstiitzung, die er mir bei dieser Arbeit zuteil 
werden lieB, sowie fiir die itberlassene Arbeitszeit. 
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Uber die Aktivititsverinderung der Blutkatalase. 


Von 


A. Kultjugin und G. Sawostjanoff. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Staatsuniversitét zu Saratow, 


U.S. 8. RB.) 
(Eingegangen am 20. Mdrz 1929.) 


In der vorigen Arbeit eines von den Verfassern (1) wurde betont, 
daB die Katalaseaktivitaét von Blutlésungen beim Aufbewahren sich 
verringert. Diese Verringerung der Katalaseaktivitat wurde quan- 
titativ im Verlauf von 5 Stunden an Lésungen (1 : 1000) verschiedenen 
Tierbluts verfolgt. Dabei erwies es sich, daB die Ceschwindigkeit der 
Katalaseaktivititsaobnahme in’ den ersten 21'., Stunden’ nach der 
Blutentnahme sich intensiver vollzog als waihrend der folgenden 
21, Stunden, und daB diese bei verschiedenen Tieren variiert. 

Es diinkte uns von Interesse zu sein, den Einflu8 einiger sehr 
wichtiger Faktoren auf die Aktivitat der Blutkatalase zu verfolgen. 
In erster Reihe beschlossen wir, die Verinderung der Katalaseaktivitit 
beim Aufbewahren derselben im Verlauf einer lingeren Zeit zu beob- 
achten, den Einflu8 der Temperatur zu erforschen und dann deri EinfluB 
des Blutserums, wie auch der Chloride, welche als Salze zum Serum- 
bestand gehéren, zu verfolgen. Im Entwicklungsgang unserer Arbeit 
wurden die Beobachtungen erweitert, indem von uns der EinfluB der 
verschiedenen Elektrolyte, des EiweiBes und einiger anderen organischen 
Kolloide auf die Aktivitat der Blutkatalase erforscht wurden. Dabei 
wurde auch die kombinierte Einwirkung einiger von den genannten 
Faktoren erforscht. 

Bei unseren Forschungen benutzten wir stets ein Katalasenpraparat 
welches wir aus den Erythrocyten der Katze nach dem von uns etwas 
verinderten Verfahren von T'suchihashi (2) bekamen. Die Erythro- 
cyten aus defibriniertem Blute von Katzen wurden mittels der Zentrifuge 
aus dem Serum ausgeschieden. Darauf wurden diese wiederholt, sieben- 


g* 
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bis achtmal, in physiologischer Kochsalzlésung (0,85°.) abgewaschen. 
Die abgewaschenen Erythrocyten wurden in einem zehnfachen Volumen 
destillierten Wassers himolysiert, und diese Lésung wurde durch 
einen Doppelfilter hindurchgelassen. Dem Filtrat von 300 com wurden 
60 cem einer Mischung von Chloroform und Ather (in gleichen Teilen) 
hinzugefiigt.  Darauf wurde das Hiamolysat im _  Schiittelapparat 
15 Minuten lang geschiittelt. Der entstandene Niederschlag wurde 
mittels der Zentrifuge ausgeschieden. Dieses Verfahren wurde dreimal 
wiederholt. Nach dem dritten Durchschiitteln und nach der Sediment- 
ausscheidung bekam man eine vollkommen farblose Fliissigkeit, welche 
keine Peroxydaseneigenschaften besitzt (mit Guajakharz und Wasser- 
stoffsuperoxyd gab diese keine Blaufarbe) und eine starke Katalase 
enthielt. Diese Fliissigkeit wurde nun bei der Arbeit als Ausgangslésung 
der Katalase angewandt. Die Katalaseaktivitat wurde nach der 
Methode von A. Bach und S. Zubkowa bestimmt. Aus der Ausgangs- 
lésung wurde durch entsprechende Verdiinnung mit destilliertem Wasser 
eine Katalaselésung so vorbereitet, daB 1 cem derselben in einer Mischung 
mit 7eem Wasser und 2ccm einer 1°%,igen Wasserstoffsuperoxyd- 
lésung im Verlauf von 30 Minuten bei Zimmertemperatur eine solche 
Menge Wasserstoffsuperoxyd zersetzen konnte, welche etwa 10 ccm 
n/l0 Permanganatlésung aquivalent ist. Eine solche Katalaselésung 
wurde bei allen Versuchen angewandt, und die Aktivitat der Katalase 
wurde durch die Milligrammguantitat des zersetzten Wasserstoff- 
superoxyds ausgedriickt. Da wir bei allen Versuchen die erhaltenc 
Katalaseaktivitat mit der des Hauptkontrollversuchs zu vergleichen 
hatten (die Quantitat des zersetzten Wasserstoffsuperoxyds durch 
l1cem Katalaselésung beim Vorhandensein von 7 ccm Wasser, 2ccm 
1 %,igen Wasserstoffsuperoxyds im Verlauf von 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur), so gestatteten wir uns, der gréBeren Deutlichkeit und 
Anschaulichkeit wegen die Aktivitat der Hauptkontrollversuche in den 
angefiihrten Tabellen stets mit der Zahl 100 auszudriicken und mit 
den entsprechenden Zahlen die Katalaseaktivitat unter anderen Ver- 
haltnissen zu bezeichnen. 

Die Ergebnisse der sehr zahlreichen Versuche sind unten in einigen 
Tabellen angefiihrt. 

Die erste Tabelle illustriert die Aktivitatsveranderung der Katalase- 
lésung in Abhingigkeit von ihrer Aufbewahrungsdauer. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, dab die Aktivitat der Katalase 
im Laufe der Beobachtungszeit bis zu 24 Stunden abnimmt, wobei 
die intensive Abnahme auf die ersten 4 Stunden fallt. 

In der zweiten Tabelle sind die Beohachtungsergebnisse iiber 
den Temperatureinflu8 auf die Katalaseaktivitat im Verlauf eine! 
verschiedenen Zeitdauer dargestellt. 
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Aktivitétsverinderung der Blutkatalase. 


Tabelle I. 


EinfluB der Aufbewahrungsdauer auf die Katalaseaktivitit 
temperatur (20°C). 
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bei Zimmer- 














Wisiinal Aktivitat der Ketaless on ibser Autbowshoung tm Verteut von 
Nr. unmittelbar 4 Std. 14 Std. 24 Std. 
1 100.0 49,31 52,98 46,09 
2 109.0 59,47 44.34 23,79 
3 100,0 58,40 50,95 82,31 
4 100,0 70,32 52,06 44,86 
5 100.0 70,97 71,51 66,85 
6 100,0 71,42 70,35 61,67 
7 100,0 75,43 72,75 63,98 
8 100,0 77,99 54,78 46,34 
9 100.0 72,42 66,23 59,98 
10 190,0 71,35 70,53 59,68 
11 100,0 54,26 40,21 40,21 
Tabelle II. 
EinfluB der Temperatur auf die Katalaseaktivitat. 
Katalaseaktivitat nach der Temperatureinwirkung im Verlauf von 
t0 —_—_— ———$$$_$___—__—_—_____ — - —_—_- — 
Kontrolle 15 Min. 30 Min 45 Min. 60 Min. 
30 100,0 99,36 98,53 97,34 95,17 
40 100,0 88,35 86,50 83,33 77,19 
50 100,0 74,21 67,25 52,43. 46,08 
60 100,0 4,32 2,18 1,76 0,88 


Anmerkung : Die Kontrolle und Versuchskatalaselésungen standen bis zum Moment der Zus 
gabe von Wasserstoffsuperoxyd im allgemeinen gleich lange Zeit (1 Stunde 30 Minuten), wovon 
die in der Tabelle angefiihrten Versuchslésungen eine Zeitlang einer erhdéhten Temperatur- 
einwirkung unterworfen wurden. 


Tabelle III. 
EinfluB der Elektrolyte auf die Zersetzung des Wasserst offsuperoxyds durch 
die Katalase. 





Nr. | Elektrolyte 


l Na SO, 
2 K,80, 
3 CaSO, 
4 NaCl 

5 KCl 

7 NaNO, 
+ Ca(N0Oz)o 


Katalaseaktivitat beim Vorhandensein von Elektrolyten 
in der Konzentration 





Ohne 
Elektrolyte 


100,0 
100,0 
100.0 
100,0 
100,0 
100,0 
100,0 
100,0 
100,0 


0,000 01 
Mol 


98,70 
100,00 
94,03 
100,00 
98,21 
100,00 
94,64 
97,22 


91,70 


0,0001 Mol 0,001 Mol 0,01 Mol 0,1 Mol 


97,85 
99,12 
91,26 
98,60 
97,24 
98,74 
77,20 
80,06 
70,06 


96.61 
99,12 
90,74 
96,06 
94,64 
94,95 
30,77 
32,84 
27,65 


96,17 
98,28 
77,39 
77,20 
76,03 
8,03 
9,80 
5,93 


97,00 
99,53 


38,55 
39,40 
39,86 
0,00 
0,00 
0,00 


Anmerkung: Die Katalasekonzentration war bei allen Versuchen ein und dieselbe. Die in 
der Tabelle angefiihrten Elektrolyte iiben an und fiir sich auf die Wasserstoffsuperoxyd-Per- 
manganatlésung keinen Einflu®B aus. 
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Auf Grund der Beobachtungen, welche in der Tabelle I] angefihrt 
sind, kann man konstatieren, daB die Abnahme der Katalaseaktivitit 
sich in den Grenzen zwischen 40 bis 60° C beim Steigen der Temperatur 
schneller vollzieht und sowohl von der Temperatur als auch von der 
Einwirkungsdauer abhangt. Der TemperatureinfluB von 60°C ist 
so stark, daB innerhalb einer Stunde die Aktivitét der Lésung fast 
vollstandig verschwindet. 


Tabelle III zeigt den Einflu8 einiger Elektrolyte von verschiedener 
Konzentration auf die Katalaseaktivitat. 


Bei der Beobachtung der Elektrolytenwirkung auf die Katalase- 
aktivitiét bekamen wir Ergebnisse, die iibereinstimmten mit den Beob- 
achtungen anderer Autoren iiber die Wirkung von Salzen auf die Zer- 
legung des Wasserstoffsuperoxyds durch Katalasen verschiedenen 
Ursprungs: L. Michaelis (4), C. Santesson (5), N. Favre (6), G.Senter (7), 
G. Lachermann (8), A. Smirnow (9) u. a. 


In den von uns untersuchten Elektrolyten ist der Unterschied in 
der Kationenwirkung fast unmerkbar, waihrend der Unterschied in der 
Wirkung der Anionen deutlich zum Ausdruck kommt. 


Sulfate in einer Konzentration von 0,1 Mol haben fast keinen 
EinfluB auf die Katalaseaktivitat. Chloride in derselben Konzentration 
setzen die Katalaseaktivitaét ungefihr um 60°, herab, und Nitrate 
inaktivierten die Katalase vollstandig. Die Wirkung der Chloride und 
der Nitrate macht sich schon bemerkbar bei einer Konzentration von 
0,0001 bis 0,00001 Mol. 

In der Tabelle IV sind die Resultate der Beobachtungen iiber die 
Wirkung des Blutserums auf die Katalaseaktivitit bei verschiedenen 
Konzentrationen dargestellt. 


Tabelle IV. 


Einflu8 des Blutserums einiger Tiere auf die Zerlegung des Wasserstof!- 
superoxyds durch die Katalase. 





Katalaseaktivitat beim Vorhandensein von Serum mit dessen Gehalt 





Nr. | Blutserum von 

| || Ohne Serum 0,001 °/9 j 0,01 Jo 0,1 %7/9 | 1 %J> 
1 Katzen. .. || 1000 | 100,82 | 10448 | 105,73 | 106,12 
2 Kaninchen . | 100.0 | 108,52 | 106,64 108,84 | 114,44 
8 |Hunden ../} 1000 | 1000 | 101,99 104,83 105,21 
4 |Pferden . . | 100,0 | 102,79 | 10492 | 105,18 106,83 
5 |Kihen...| 1000 | 109,22 | 11463 | 115,68 | 116,79 


Von Versuchen mit einem Serumgehalt iiber 1°, muBte Abstand 
genommen werden infolge ungiinstiger Einwirkung des Serumeiweiles 
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auf die Genauigkeit des Titrierens mit Permanganat. Die Permanganat- 
menge, welche zum Titrieren des EiweiBes und der Katalase, die im 
Serum vorhanden waren, verbraucht werden, wurden extra in Er- 
ginzungskontrollproben bestimmt und bei der endgiiltigen Berechnung 
beriicksichtigt. Wie aus der Tabelle IV zu ersehen ist, wurde bei allen 
Versuchen stets ein gewisses Erhéhen der Katalaseaktivitat festgestellt, 
sobald Blutserum von verschiedenen Tieren vorhanden war. Dabei stieg 
mit der VergréBerung der Serumkonzentration auch die Katalase- 
aktivitat. 

Indem wir annahmen, daB bei diesen Versuchen die Wirkung 
auf die Katalaseaktivitat bedingt wird durch das Serumeiwei8, machten 
wir auch Versuche mit anderen EiweiBstoffen, wie auch mit einigen 
organischen Kolloiden, um deren EinfluB auf die Katalaseaktivitit 
aufzuklaren. Es wurden Versuche gemacht mit Blutalbumin; Hiihner- 
eiweiB, Gelatine, Starke und Dextrin. 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle V dargestellt. 


Tabelle V. 


Einflu8 der organischen Kolloide auf die Zerlegung des Wasserstoffsuper- 
oxyds durch die Katalase. 














Katalaseaktivitat beim Vorhandensein von Kolloid : 
! mit dessen Gehalt 
Nr. Kolloide 


| KORRE, —0,0001 Jo | 0,001 %Jo | 0,01 % 0,1 %o 





1 Blutalbumin (Kadhl- 


ee ae 100,0 101,61 102,41 102,83 104,44 
2  EiweiS eines Hihner- 

WG 6 ace" = 100,0 100,0 101,76 104,87 105,75 
8 || Gelatine. . ... ; 100,0 100,0 99,54 99,14 99,14 
4 Starke (léslich) .. 100,0 100,84 100,84 100,39 99,15 
5 | Dextrin (Kahlbaum) 100,0 100,0 99,30 99,30 99,30 


Aus der Tabelle V ist zu ersehen, daB das Blutalbumin und das 
EiweiB eines Hiihnereies die Katalaseaktivitaét erhéhen, wahrend 
eine AktivitatserhGhung nicht beobachtet wird, sobald Gelatine, Starke 
und Dextrin vorhanden sind. Dabei ist zu bemerken, da das Blut- 
albumin und das HiihnereiweiB an und fiir sich das Wasserstoffsuper- 
oxyd nicht zerlegen. 


Wenn man die Katalaselésung, welche Serum oder Eiweib 
enthalt, langere Zeit bei Zimmertemperatur stehen laéBt, so ver- 
mindert sich die Katalaseaktivitat. Jedoch geht das Sinken 
der Katalaseaktivitét minder rasch vonstatten, wenn beim Auf- 
bewahren derselben Serum oder Eiweifs vorhanden sind, als dies in 
rein wasserigen Katalaselésungen stattfindet. Somit hemmt das 
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Vorhandensein von Serum und EiweiB das Sinken der Aktivitat der 
Katalaselésung. Die Ergebnisse in den Tabellen VI bis IX illustrieren 
den hier angefiihrten Einflu8 des Serums und des Eiweifbes. 


Tabelle VI. 


EinfluB des Katzenserums auf die Geschwindigkeit des Sinkens der Kata- 
laseaktivitét beim Aufbewahren in Zimmertemperatur (20° C). 





Aktivitat der Katalase nach ihrer Auf- 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Ketalaseaktivitaét, ausgedriickt in °/, 
Nr. Serumgehalt 





Unmittel- . Unmittel- : : 
her 4 Std. 14 Std. 24 Std. vote 4 Std. 14 Std. 24 Std. 





1 Kontrolle 
(ohneSerum)  100,0 72.82 66,86 60,69 100.0 | 72.82 | 66,86 60,69 


2 0,1 % 108,12 | 98,38 100,51, 88,62 100,0 | 90,95 92,96 81.96 
3 1 % 108,69 87,47 | 84,21 75,00 100,0 80,47 77,47 69,00 


Tabelle VII. 


EinfluB des Kuhserums auf die Geschwindigkeit der Katalaseaktivitéts- 
verminderung bei ihrem Aufbewahren in Zimmertemperatur (20°C). 





Aktivitat der Katalase nach ihrer Auf- 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Katalaseaktivitat, ausgedriickt in °) 
Nr. Serumgehalt 





Unmittel- Unmittel- 
ae 4 Std. 14 Std. | 24 Std. we 4 Std. 14 Std. 24 Std. 


1 Kontrolle t 

(ohne Serum) 100,0 59,47 | 44,33 | 23,79 100,0 | 59,47 44,33 23,79 
2 001% | 114,63 | 86,50) 71,88 52,45 1000 75,46 62,70 45,75 
3 05: 3 | 129,22 | 104,05 92,89 | 56,87) 100,0 80,52 72,42 | 43,93 
4 1 % || 121,387 | 80,74) 50,01 | 14,44 100,0 66,52 41,20 | 11,89 


Tabelle VIII. 


EinfluB des Blutalbumins auf die Geschwindigkeit der Katalaseaktivitats- 
verminderung bei ihrem Aufbewahren (Zimmertemperatur 20°C). 





Aktivitat der Katalase nach ihrer Auf: 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Katalaseaktivitat, ausgedriickt in ° 9 


Nr. | Albumingehalt 





| Unmittel- | Unmittel- 
hee 4 Std. 14 Std. 24 Std. ar 4 Std. | 14 Std. 24 Std. 


1 Kontrolle 

(ohne Albumin) 100,0 | 70,32) 52,06 | 44,86) 100,0 70,32 | 52,06 44,86 
2 0,001 % 105,49 | 82,46, 78,81 82,95, 100,0 | 78,16 | 74,71 78,63 
3 0,01 % 107,98 | 94,64) 92,21 | 87,44!) 100.0 87,64 85,39 80,97 
4 01 % 108,83 | 101,00 88,10 | 82,92), 100,0 92,80 | 80,95 | 76,19 
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Tabelle IX. 


EinfluB des HiihnereiweiBes auf die Geschwindigkeit der Katalase- 
aktivitatsverminderung bei ihrem Aufbewahren (Zimmertemperatur 20° C), 





Aktivitat der Katalase nach ihrer Auf- 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Katalaseaktivitat, ausgedriickt in °/9 
Nr.|| Eiweifgehalt 


Unmittele | 4 Std. 14 Std. | 24 Sed, Unmittele 4 seg. 14 Std. | 24 Std. 
ar bar 


—_ 


Kontrolle 

(ohne Eiweib) 100,0 52,03 | 39,70 22.11 100,0 | 52,03 39,70 22.11 
0,001 % 102,89 81,83 | 70,23 67,51 100.0 | 79,14 68,25 65,61 
0,01.% 103,49 | 80,67 | 67,78 | 53,49 100.0 | 77,94 65.49 51,68 
O11. .% 106,00 | 68,71 | 29,35 | 19,91 100,0 | 64,82 27,68 18,80 


w= Co DO 


Auf dieselbe Weise wurden Versuche mit Starke und Gelatine 
gemacht. Aus den Tabellen X und XI kann man sehen, daB Stirke 
und Gelatine ebenfalls das Sinken der Katalaseaktivitat hemmen, 
obwohl diese im Gegenteil.zum Serum und EiweifB die Katalase- 
aktivitat durch ihr Beisein selbst nicht erhdhen (s. Tabellen TV und V). 


Tabelle X. 


EinfluB der Gelatine auf die Geschwindigkeit der Katalaseaktivitits- 
verminderung bei ihrer Aufbewahrung (Zimmertemperatur 20° C). 





| Aktivitat der Katalase nach ihrer Auf- 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Katalaseaktivitat, ausgedriickt in °/, 





Nr. Gelatinegehalt se Gee “ 


Unmittels | : : Unmittel. . . . 
“ae 4 Std. | 14 Std. 24 Std. wee 4 Std. 14 Std. 24 Std. 


— 


Kontrolle 
(ohne Gelatine)| 100.0 63,14 45,22 | 33,69 100,0 63,14 45,22 33,69 
0.001% | 101,83 81,94 73,13) 71.52) 100.0 80,86: 72.17 70,58 
0,01 % 101,33 81,08 | 71,78 | 69.93 100,0 . 79,23 70,14 68.33 
Gic % 101,04 91,23 86,14 87,11 100.0 90,29 85,25 | 86,21 


= Cobo 


Tabelle XI. 


Einflu8 von Starke auf die Geschwindigkeit der Katalaseaktivitats- 
verminderung bei ihrem Aufbewahren (Zimmertemperatur 20° C). 





Aktivitat der Katalase nach ibrer Auf; , 
bewahrung beim Vorhandensein von 
Serum im Verlauf von 


Geschwindigkeitsverminderung der 
Katalaseaktivitat, ausgedriickt in 9/9 
Nr.  Stiarkegehalt 





Unmittel- ° Unmittel- . . 
“ape 4 Std. 14 Std. 24 Std. et 4 Std. 14 Std. 24 Std. 


— 


Kontrolle 

(ohne Starke) 100,0 64,36 | 51,50 38,58 100.0 | 64,36 51,50 38,58 
0,091 % 100,34 | 79,29 | 7046 85,29 100.0 79,02 70,22 85,00 
0,01 % 100,88 | 89,30 | 78,67 75,16 100.0 8852 77.98 74,50 
1 .% 101,77 | 84,34 | 71,388 | 68,59 106,0 | 82,87 70,13 67,39 


w= Cobo 
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. 


Nachdem wir die Schutzwirkung des Serums, des EiweiBes, der 
Gelatine und der Starke in bezug auf die Katalase bei Zimmertemperatur 
festgestellt hatten, machten wir Versuche, um aufzukliren, ob die 
genannten Stoffe auch bei erhéhter Temperatur eine Schutzwirkung 
ausiiben. Bei diesen Versuchen hielten wir uns an die Temperatur 
von 50°C, da bei dieser Temperatur eine ziemlich rasche Aktivitats- 
verminderung der wisserigen Katalaselésung stattfindet (s. Tabelle II). 

Die Tabellen XII und XIII bringen eine Zusammenstellung der 
erhaltenen Ergebnisse. 

Aus den Daten der Tabelle XII ist zu ersehen, daB8 die Einwirkung 
der Seren des Blutes verschiedener Tiere und des Hiihnereiweifes auf 
die Verminderungsgeschwindigkeit der Katalaseaktivitat bei 50° C 
ihrer Einwirkung bei Zimmertemperatur ahnlich ist, namlich bei einem 
Serumgehalt von 0,01 bis 0,1°,, und bei einem EiweiBgehalt von 0,001 
bis 0,01 °°, wird das Sinken der Katalaseaktivitat gehemmt, waihrend 
bei einem Serumgehalt von 1°, und bei einem EiweiS8gehalt von 0,1 °, 
im Gegenteil das Sinken der Katalaseaktivitit rascher sich vollzieht. 

Die Ergebnisse der Tabelle XIII zeigen, daB der EinfluB der Gelatine 
und der Stirke auf die Katalaseaktivitat kaum bemerkbar ist. 


Es wurden von uns auch Versuche gemacht tiber den Einflu8 von 
Seren, Eiweib, Gelatine und Starke auf die Geschwindigkeit der 
Katalaseaktivitatsverminderung bei 60°C. Die Katalaseaktivitat sinkt 
bei dieser Temperatur beim Vorhandensein dieser Stoffe in demselben 
MaBe, wie auch beim Fehlen derselben. 


Oben wurde hervorgehoben, daB die Katalaseaktivitaét bei Ein- 
wirkung von Chloriden und Nitraten (s. Tabelle I11) rasch sinkt. Es 
schien nun von Interesse zu sein, aufzuklaren, ob sich woh] die hemmende 
Wirkung der Chloride und Nitrate auf die Katalaseaktivitat beim 
Vorhandensein von Blutserum, HiihnereiweiB, Gelatine und Starke 
verandert. 

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen XIV und XV an- 
gefihrt. 

Die Daten in den Tabellen XIV und XV, welche die Katalase- 
aktivitat beim Vorhandensein von Kolloid darstellen, sind angegeben 
nach Eintragung einer Berichtigung, welche der Einwirkung des Kolloids 
selbst entspricht. Alle Zahlen in den Tabellen stellen Durchschnitts- 
gréBen von mehreren Versuchen dar. 


Die Beobachtungen mit Chloriden und Nitraten wurden infolge 
des verschiedenen Hemmungsgrades der Katalaseaktivitat durch die 
genannten Elektrolyten bei verschiedener Molarkonzentration aus- 
gefiihrt (Chloride bei 0,1 Mol, Nitrate bei 0,01 Mol). 
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Tabelle XIV. 
Einflu8 einiger Kolloide auf die Katalaseaktivitét bei Hemmung der 
letzteren durch Chloride in einer Konzentration von 0,1 Mol. 





Katalaseaktivitat beim Vorhandensein von Kolloid, 
falls diese einer Elektrolytenhemmung ausgesetzt ist 


Nr. Kolloide Kolloidgehalt Elektrolyte in einer Konzen- 
| Ohne tration von 0,1 Mol 
Elektrolyte |-——_____,_____— - 

NaCl KCl CaCl, 

1 Kaninchenblut- Kontrolle 
serum (ohne Serum) 100,90 33,81 38,47 42.20 
0,01 % 100,0 35,86 39,28 40,97 
01 % 100,0 45,80 58,07 56,69 
: 100,0 92,38 96,76 86,94 

2 Blutalbumin Kontrolle 
(Kahlbaum) | (ohne Albumin) 100,0 38,55 38,13 89.81 
0,001 % 100,0 46,77 41,58° 40,67 
0,01 % 100.0 63,07 55.46 55.83 
os 100.0 96.82 88.05 75,20 

3  Hihnereieiweih Kontrolle 
(ohne EiweiS) 100,0 35,30 89,49 40,92 
0,001 % '!  100,0 40,98 45,11 43,90 
0,01 % '  100,0 63,12 55,46 57,51 
01 .% 100,0 96,43 95,20 86,30 

4 Gelatine Kontrolle 
(ohne Gelatine) 100,0 36,71 38,52 38,52 
0,001 % 100,0 42.07 42.62 43,52 
0,01 % ' 100.0 44.82 48,53 46,75 
a. % 109.0 62,12 67.95 52,10 

5 Starke Kontrolle ’ 

(ohne Starke) 100.0 38,00 39,16 37,67 
0,001 °% 100.0 38,18 37,89 38,49 
0,01 % 100,0 38,51 38,89 40.91 
x Ss 100,0 41,36 35,32 89,31 


Aus diesen Tabellen (XIV und XV) sieht man, daB die hemmende 
Einwirkung der Chloride und der Nitrate auf die Katalaseaktivitit 
stark abgeschwiicht wird beim Vorhandensein von Blutserum, Blut- 
albumin, HiihnereiweiB. Diese Abschwichung ist in einigen Fallen 
so groB, daB die hemmende Einwirkung des Elektrolyts (z. B. der 
Chloride) fast giinzlich beseitigt wird. Was die Einwirkung der Gelatine 
und der Starke betrifft, so auBert sich diese bei der Gelatine sehr schwach, 
bei der Starke zeigt sich diese gar nicht. 

Zum SchluB8 wurden von uns vergleichende Beobachtungen iiber 
die Schutzeinwirkung der Blutseren verschiedener Tierarten in bezug 
auf die Katalase beim Vorhandensein einer m/10 Natriumchlorid- 
lésung gemacht. Der Kiirze wegen sind die Beobachtungsergebnisse 
in der zusammengesetzten Tabelle X VI angefiihrt, wo die sich auf jede 
Tierart beziehenden Angaben die Durchschnittszahl mehrerer Versuche 
mit dem Serum verschiedener Tiere ein und derselben Art darstellen. 
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Tabelle XV. 


EinfluB einiger Kolloide auf die Katalaseaktivitat bei Hemmung derselben 
durch Nitrate in einer Konzentration von 0,01 Mol. 





Katalaseaktivitat beim Vorhandensein von Kolloid, 
falls diese einer Elektrolytenbemmung ausgesetzt ist 





Nr. Kolloide | Kolloidgehalt Elektrolyte in einer Konzen- 
Ohne tration von 0,01 Mol 
|| Elektrolyte 





NaNO, KNO,; Ca(NOs)o 


1 | Kaninchenblut- Kontrolle 
serum (ohne Serum) 100,0 6,69 8,47 7,93 
0,01 % 100,0 5,57 8,42 7,60 
ol. % 100,0 9,48 15,97 12,95 
ae. A 100,0 65,17 72,08 45,58 
2 Blutalbumin Kontrolle 
(Kahlbaum) | (ohne Albumin) 100,0 2.43 10,22 7,40 
0,001 %, 100,0 1,61 10,56 7,17 
0,01 % 100,0 4,76 15,21 11,66 
oi % 100,0 21,42 48,76 10,40 
3 Kiweib eines Kontrolle 
Hihnereies (ohne Eiweib) 100,0 8,96 9,90 8,62 
0,001 % 100,0 9,01 10,61 8,94 
0,0L % 100,0 22,75 11,24 17,04 
of % 109,0 73,75 57,67 49,21 
4 Gelatine Kontrolle 
(ohne Gelatine) 100,0 6,38 8,19 9,78 
0,001 % 100,0 6,41 8,58 7,25 
0,01 % 100,0 7,23 10,79 8,87 
01 % 100.0 21,00 17,32 10,94 
5 Starke Kontrolle 
(ohne Starke) 100,0 8,54 9,56 8,87 
0,001 % 100,0 8,99 8,338 | 7,56 
0,01 % 100,0 10,25 | 7,53 | 6,80 
| of % 100,90 10,97 10.21 | 6,84 


Tabelle XVI. 


Einflu8 der Blutseren einiger Tiere auf die Katalaseaktivitaét bei Hemmung 
der letzteren durch Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,1 Mol. 





Katalaseaktivitat bei Wirkung von m/10 
Natriumchlorid in Anwesenseit von Blutserum 











Nr. Blutserum von | Kontrolle | in einer Konzentration von 

|| Obne Serum 0,1 Jo 1 %> 
1 Katzen | 100,0 80,65 42,39 93,80 
2 Kaninchen | 100,0 81,02 | 45,77 92,08 
3 Hunden | 100,0 32,75 | 4718 | 90,56 
4 Hammeln | _ 100,0 2988 | 43893 | 81,62 
5 Ziegen | 100,0 29,16 44,42 87,03 
6 Kiihen 100,0 34,09 45,84 82,06 
7 Pferden 100,0 81.44 | 50,61 91,87 
8 Menschen |  100,0 8293 | 465,72 89,86 
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Tabelle XVII soll die Schwankungen der Schutzeinwirkung des 
Serums bei den einzelnen Versuchen mit ein und derselben Tierart 
illustrieren. Die Angaben dieser Tabelle, welche sich auf die Versuche 
mit Katzen- und Kaninchenserum beziehen, spiegeln im allgemeinen 
die Schwankungen bei den einzelnen Versuchen mit dem Serum auch 
der anderen Tiere wieder. 


Tabelle XVII. 


Einflu8B des Serums von Katzen und Kaninchen auf die Katalaseaktivitat, 
wenn diese durch Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,1 Mol 
gehemmt wird. 

















: Katzen Kaninchen 
Katalaseaktivitat bei Hemmung Katalaseaktivitat bei Hemmung 
durch m/10 Natriumchlorid beim durch m/10 Natriumchlorid beim 
Vorhandensein von Serum in Vorhandensein von Serum in 
Nr. Kontrolle einer Konzentration von Kontrolle einer Konzentration von 
Ohne Serum 0,1 %9 1 %9 Obne Serum 0,1 %9 1 % 


100,0 34,62 45,80 | 97,77  100,0 33,16 48.51 98,85 
100,0 34,20 53,22 | 96,11 100,0 30,58 48,73 92,85 
100,0 35,01 | 54,29 | 94,64 1000 30,49 47,84 98,57 
100,0 34,71 51,62 | 99,47  100,0 27,04 44,22 91,19 
100,0 26,37 36,52 | 82,88 100,0 30,29 41,60 87,67 
100,0 28,83 36,07 | 86,03 | 160,0 30,29 43,33 88,17 
100,0 27,52 33,33 | 95,21 100,60 35,55 50,28 91,26 
100,0 27,22 37,05 96,66  100,0 29,88 42.91 | 88,07 
100,0 27,41 33,64 95,48  100,0 31,89 44.52 | 91,08 


Mittelwerte: 
100,0 | 30,65 42,39 | 93,80 100,0 81,02 45,77 92,08 





CoOnNIOorf wnore 


Wie aus den Daten der Tabelle (XVI zu ersehen ist, wird die 
hemmende Einwirkung des Natriumchlorids auf die Katalase in starkem 
Grade durch die Seren der angefiihrten Tierarten und des Menschen 
abgeschwacht. Der Schutzeinwirkungsgrad des Blutserums all dieser 
Tiere ist fast gleich. Die Schwankungen in der Schutzfaihigkeit des 
Blutserums der verschiedenen Tierarten sind fast dieselben, wie man 
diese bei den verschiedenen Vertretern ein und derselben Tierart beob- 
achten kann (s. die Angaben der Tabellen XVI und XVII). 
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Uber die Wirkungsweise des Schilddriisenhormons. 


II. Mitteilung: 
Serumproteasen. 


Von 
Rudolf Weil und Martin Landsberg. 


(Aus der ersten Inneren Abteilung und der Chemischen Abteilung des 
stadtischen Krankenhauses Neuk6lln in Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1929.) 


I, 

In einer friiheren Mitteilung! hatten wir gezeigt, dali Thyroxin 
in bestimmten Mengen eine gewaltige Steigerung der Gewebsautolyse 
in vitro hervorruft?. Wir haben diese Erscheinung so gedeutet, dal} 
das Thyroxin eine Anderung des kolloidalen Zustandes von Zellgrenz- 
flichen und Innenstrukturen im Sinne einer Permeabilitatssteigerung 
bewirkt, die zu einer Stérung der Reaktionsgleichgewichte im enzy- 
matischen EiweiBauf und -abbau innerhalb der Zelle, d.h. also zu 
einer verstiirkten Proteolyse fiihrt. 


Ob diese Verschiebung des intrazelluliren Stoffwechselgleich- 
gewichtes im einzelnen durch Adsorptionsverdrangung und Mobili- 
sierung von eiweiBspaltenden Enzymen, ob sie durch Fermentaktivierung 
infolge Anderung der H-Ionenkonzentration an den einzelnen Reaktions- 
orten oder durch Abwanderung der Spaltprodukte als unmittelbare Folge 
erhéhter Membranpermeabilitét zustande kommt, oder ob sie Produkt 
mehrerer solcher Faktoren ist, bleibe vorliufig dahingestellt. 


1 Weil und Landsberg, diese Zeitschr. 207, 186, 1929. 

2 Vor uns hatten schon Abderhalden und Kurt Franke (Ferment- 
forschung 9, 485, 1928) eine gewisse Autolyseverstirkung durch Thyroxin 
und Schilddriisensubstanz nachgewiesen. 
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Wesentlicher war die Klarung der Frage, inwieweit diese Auffassung 
den Erscheinungen der physiologischen Stoffwechselwirkung des 
Schilddriisenhormons zugrunde gelegt werden darf. Wir haben daher 
unsere Untersuchungen auf das Gebiet des EiweiSstoffwechsels bei 
experimentellen wie klinischen Thyreotoxikosen speziell beim Morbus 
Basedowii ausgedehnt, also auf Stoffwechselstérungen, die zu dem 
Thyroxineffekt im Autolyseversuch unter gewissen Voraussetzungen 
in Parallele gesetzt werden kénnen. 


Zu diesen Voraussetzungen gehért einmal die prinzipielle Gleich- 
artigkeit der Hormon- und Thyroxinwirkung, die, soweit sie den 
Stoffwechsel betrifft, wohl allgemein anerkannt ist. Dann die Zu- 
gehérigkeit des Morbus Basedowii zur Gruppe der echten Hyper- 
thyreosen, d.h. die Auffassung der Schilddriisenstérung als reine 
Hyperfunktion mit vermehrter Ausschwemmung normalen Inkrets, 
eine Ansicht, die zwar nicht unwidersprochen ist (vgl. ,,. Dysthyreoidis- 
mus‘ — de Quervain, Plummer), doch von den meisten Autoren heute 
geteilt wird. Wenn danach bei den experimentellen Hyperthyreosen 
wie beim Morbus Basedowii eine Anreicherung von Schilddriisen- 
hormon bzw. Thyroxin am Orte der Wirksamkeit angenommen werden 
darf, entsprechend dem Thyroxinzusatz im Autolyseversuch, so muB 
andererseits auch die Gleichartigkeit des beeinfluBten Mediums, d. h. 
der Gesamtheit der EiweiBstoffwechselprozesse vorausgesetzt werden. 
Auch diese Voraussetzung entspricht den Tatsachen. Es unterliegt 
keinem Zweifel, daB der autolytische Proze8, der ja vorwiegend den 
EiweiBumsatz betrifft, lediglich eine Fortsetzung der dissimilatorischen 
Stoffwechselvorgange in der lebenden Zelle ist, daB er an die gleichen 
Reaktionsabliufe gebunden ist, durch dieselben Fermentgruppen 
katalysiert wird und lediglich durch den Fortfall der gegenwirkenden 
assimilatorischen Phase, die waihrend des Lebens das dynamische 
Gleichgewicht herstellt, zu einem hemmungslosen Fortschreiten und 
so zu ganz anderen Endzustanden fiihrt. Es steht also nichts der Auf- 
fassung entgegen, da der Wirkungsmechanismus der Autolyse- 
beschleunigung durch Thyroxin, der nach unserer Anschauung die 
Beseitigung physikalisch-chemischer Hemmungen des Zellstoffwechsels 
bedeutet, auch die Grundlage des biologischen dissimilatorischen 
EiweiBstoffwechseleffekts des Schilddriisenhormons bildet. 


Wenn aber der Eingriff des Thyreoideainkrets durch Anderung 
kolloidaler Zellstrukturen im Sinne einer Steigerung der Permeabilitat 
von Grenzflachen ganz allgemein zu einer Erhéhung der Fermentarbeit 
in der Zelle infolge Mobilisation eiweiispaltender wie anderer Fermente 
fihrt, war auch ein Ubertritt dieser Enzyme in das die Zelle um- 
gebende Medium, also auch in die Blutfliissigkeit zu erwarten. 

Biochemische Zeitschrift Band 211. 10 
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Es ist ja bekannt, da bei verstarktem EiweiBabbau im Organismus 
durch zellzerstérende Prozesse (,,Eiweibzerfallstoxikosen’) betricht- 
liche Mengen von proteolytischen Enzymen im Serum auftreten kénnen, 
wahrend normalerweise nur sehr geringe Fermentmengen gefunden 
werden, woraus geschlossen worden ist, daB die Proteasen im allgemeinen 
in der lebenden Zelle festgehalten werden und nur nach Schadigung 
deren Struktur in das umgebende Medium iibertreten. Da beim Morbus 
Basedowii und bei den Hyperthyreosen eine Zellzerstérung in nennens- 
wertem Umfang nicht besteht — vornehmlich das ,,Vorratseiweif* 
wird vom enzymatischen Abbau ergriffen (Boothby und Mitarbeiter) — 
muBte die Bestimmung der Proteasen im Serum den Nachweis einer 
echten Fermentausschwemmung aus der Zelle durch das Schilddriisen- 
hormon erbringen. 

Il. 


Eine Methode der quantitativen Bestimmung von Proteasen, 
speziell der Tryptasen im Serum ist von L. und X. Utkin-Ljubowzow 
angegeben worden!. Sie beruht darauf, daB die im Serum vorhandenen 
Tryptasen in der Hauptmenge von einem Caseinniederschlag adsorbiert 
werden, der durch Saureflockung von Casein aus seiner Lésung im 
Serum erzeugt wird. Die Serumfliissigkeit wird mit ihren Hemmungs- 
kérpern (Antitrypsin) vom Niederschlag entfernt und das Casein 
— wieder in Lésung gebracht — unter optimalen Bedingungen der 
Wirkung der adsorbierten Tryptasen tiber 24 Stunden ausgesetzt. 
Es wird also gleichzeitig mit der Beseitigung des hemmenden Prinzips 
des Serums dem Ferment ein einheitliches, leicht spaltbares Substrat 
angeboten. 


Wir haben nach dieser Methode nun eine gréBere Zahl von Pro- 
teasenbestimmungen im menschlichen Serum bei den verschiedensten 
Krankheiten, insbesondere beim Morbus Basedowii und nach Ver- 
abreichung von Thyroxin durchgefiihrt. Die Ergebnisse der ersten 
Reihe von Untersuchungen (ungefahr 30) zeigten indes eine so schlechte 
Ubereinstimmung der Werte untereinander, daB sie in keiner Weise 
zu verwenden waren; und als wir zur Kontrolle den Abbau des Caseins 
priiften, das statt in Serum nur aus seiner wisserigen Lésung aus- 
geflockt worden war, ergaben sich Werte, die denen des Serum-Casein- 
abbaues ungefaihr entsprachen (zwischen 10 und 40°,). Nach zahl- 
reichen erfolglosen Versuchen — wir dachten zuerst an eine Spontan- 
autolyse des Caseins? — stellten wir fest, daB der Caseinabbau in den 


1 Diese Zeitschr. 169, 100, 1926; Brugsch-Schittenhelm, Klinische 
Laboratoriumstechnik ITI. 

2? Herrn Dr. L. Utkin-Ljubowzow méchten wir auch an dieser Stelle 
nochmals unseren Dank fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung aussprechen. 
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war. 


Von da ab arbeiteten wir — von der Blutentnahme bis zur Stickstoff- 


bestimmung — 


EiweiBabbau in diesen Caseinlésungen mehr feststellen. 


vollkommen steril und konnten dann auch keinerlei 


Von den 50 Bestimmungen, die auf diese Weise mit der Casein- 
Wasser-Kontrolle ausgefiihrt wurden, soll zunichst folgendes Beispiel 


eines Normalfalles angefiihrt werden. 





Tabelle I. 
30. Juli 1928. A. M., 25 Jahre. Diagnose: Suicidversuch. 
Serum Wasser 
1,68 | 1,40 | 
A. Gesamtstickstoff, mg --- - - | os | 1,82 oo. | 1,54 
2,10 1,68 
. | oan 0,140 | 
B. Anfangsrest-N, mg ---- - | 0.168 0,15 0,140 \ 0,14 
0.168 0,140 
| 0,308 0,112 
C. Endrest-N, icak anne bse ued 0,308 ‘ 0,140 
ndres mg | 0308 0.31 0140 0.14 
0,308 0,168 
Abbau: 10% 0% 
' . 
Eine Anzahl ;anderer Normalfille zeigten Abbauwerte von 8,5, 


7, 11, 14 und 9°. 
verschiedensten Erkrankungen; 


Ahnliche Zahlen ergab die Priifung von Seren bei 
wir fiihren die Ergebnisse nach ein- 


zelnen Krankheitsgruppen geordnet in folgender Tabelle auf. 


Die Zusammenstellung zeigt fiirs erste die groBe Schwankungs- 
breite der Abbauzahlen innerhalb derselben Gruppe, die eine Bewertung 





Tabelle II. 
Krankbeitsgruppe Py S rig em 
1) 0 
Normalfille . . 6 7 —14  etwal0 
1. Herzleiden, GefaBerkrankungen, Magen- 
geschwir, Rheuma, Neuralgien u. a. 14 5 —16 4 uu 
2. Kruppése Poeumonie . 5 8,5—18 5 
3. Fortgeschrittene Lungentuberkulose 4 0 —7 a 
4. Maligne Tumoren 3 2,5— 6 ——— 
5. Parenchymat. Nierenerkrankungen : 4 1 — 7,5 4 
6. Morb. Basedowii (exophthalmique goiter) 11 <1—8 3,5 
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der Resultate recht unsicher gestaltet. Es ergibt sich weiter, daB die 
Seren der Gruppe I keine sicheren Unterschiede von den Normalseren 
erkennen lassen. Das gleiche gilt fiir die Falle von kruppéser Pneumonie, 
unter denen nur ein Serum einen etwas héheren Abbauwert am ersten 
Tage nach der Krise zeigte (18°). Dagegen wurden bei Lungenphthise, 
malignen Tumoren und Nierenerkrankungen mit erhéhtem Rest- 
stickstoff deutlich erniedrigte Abbauzahlen gefunden; und diesen 
Gruppen schlieBen sich auch die Falle von Morbus Basedowii an, bei 
denen die Verminderung des Abbaues mit der Schwere der Erkrankung 
im allgemeinen zunahm, ohne eine Parallelitat mit den klinischen 
Symptomen zu zeigen. 


Noch deutlicher als bei den genuinen Hyperthyreosen kommt 
diese Abbauverringerung nach Zufuhr von Thyroxin zum Ausdruck, 
was aus folgendem Beispiel zu ersehen ist. 


Insgesamt ergeben diese Tabellen einwandfrei, daB die Seren bei 
Morbus Basedowii und unter Thyroxinzufuhr nach der von uns an- 
gewandten Methode im Durchschnitt eine geringere, niemals eine 
héhere eiweiBspaltende Wirkung zeigen als Normalsera, ein Resultat, 
das dem von uns erwarteten gerade entgegengesetzt ist. 

Auffallend waren nun an diesen Ergebnissen die niederen Abbau- 
werte auch bei den Fallen von Tuberkulose und Carcinom, die durch 
toxischen EiweifSzerfall und damit durch eine Vermehrung der eiweib- 
spaltenden Fermente im Blut charakterisiert sind’. Angesichts dieser 
Unstimmigkeit kamen uns Zweifel an der Zuverlassigkeit der Methode 


Tabelle IIIa. 
Frau Sch., 76 Jahre. Diagnose: Atherosklerose, Lues. 








i Serum Wasser 
| = | 1,82 | 
A 96 {| 19% 1.96 | 1,91 
| 96 | 1,96 | 
! 1,96 
| one | 0,140 | 
B | 0140, 023 0,140 | 0.15 
ores 0,168 
(| Be oa 
Cc eT 0,81 0,140! 0,14 
| 0,308 0'140 | 
0,364 , 
Abbau: 10% 0% 


1 Literatur s. bei Oppenheimer, Die Fermente XIV. 
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Tabelle IIIb. 


Nach viermal taglich 1 mg Thyroxin (Schering) subecut. 





Serum Wasser 
| 1,40 | 1,82 s 
4 1,54 1.57 1,82 
| 1,68 | = 1,96 ye 
1,68 1,96 
| 0,112 0,084 
0,112 , 0,112 F 
b | 0140 0,13 0140 0,12 
0,140 0,140 
| ens 0,112 | 
( inc. OO 0,140) 013 
| 1,196 1140 ’ 
0.224 0,14 
Abbau: 49% «4% 
Tabelle Illc. 


Nach achtmal taglich 1 mg Thyroxin subcut. Leichte Erscheinungen 
eines Hyperthyreoidismus (Tachycardie, Tremor, Glanzauge). 





Serum Wasser 
| 1,82 | 1,40 | 
1,82 " 1,54 . 
4 | 182 | 1.85 168 1,61 : 
1,96 1,82 
( 0. O84 0 112 
B 01121 6 19 0,140 | ous 
| 0,112 0,140 
0,168 ’ 
[| aes 0,112 
Cc 0.168 0.17 0.1405 0,14 
| 168 0.168 
0,196 
Abbau: 27% <i% 


hinsichtlich der quantitativen Erfassung der Enzyme. Die Autoren 
selbst hatten zwar gezeigt, daB der Caseinniederschlag die Hauptmenge 
der Tryptasen aus dem Serum adsorbiert, dagegen stand der Beweis 
noch aus, daS nicht auch Hemmungskérper aus dem Serum in den 
Niederschlag hineingelangen und so die Enzymwirkung beeinflussen. 
Wir priiften daher die Casein-Fermentlésung auf ihre antitryptische 
Wirkung unter Verwendung des Trypsinnachweises Fuld-Gross. 


Der nach Ljubowzow gewonnene Caseinniederschlag (entsprechend 
leem Serum) wird in 5ccem 0,2%iger Natriumcarbonatlésung aufgelést, 
mit 10 cem 1 °(iger Caseinlésung versetzt und mit Aqua dest. auf 50 ccm 
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aufgefiillt. Ebenso wird der Kontrolleaseinniederschlag (ohne Serumzusatz) 
behandelt. Von jeder dieser beiden Lésungen werden je | cem in eine Reihe 
von 22 Roéhrchen gebracht, die mit 1 ecem Trypsinlésung (Trypsin-Merck) 
von einer Anfangskonzentration 1: 100 abfallend mit dem Quotienten 0,8 
(unter Benutzung des Phosphatpuffers von pq 7,1) beschickt sind. Eine 
Stunde im Wasserbad bei 38°. Nephelometrische Bestimmung des Triibungs- 
grades. 
Tabelle IV. 








Serumcasein Caseinkontrolle 
Name Diagnose 
Tryp ineinheiten Tryp ineinheiten 
M. K. Atherosklerose 35 69 
E. Sch. Tuberkulose 35 69 
B. M. Gelenkrheuma 28 69 
Fr. R. M. Basedowii 35 69 


Simtliche weiteren Antitrypsinbestimmungen mit wechselndem 
Caseinzusatz ergaben entsprechende wesentliche Herabsetzung der 
Trypsineinheiten bei Serumcasein gegeniiber dem nicht mit Serum 
behandelten Casein. Dabei blieb das Auswaschen des Caseinnieder- 
schlages, das wir bis zu sechsmal wiederholt haben, ohne Einflu8 auf 
die antitryptische Wirkung des Serumcaseins. Der Stickstoffgehalt 
war in beiden Lésungen stets der gleiche, so daB auch wir einen Zu- 
sammenhang zwischen Hemmungswirkung und Serumprotein nicht 
annehmen kénnen!?. 


Zur Kontrolle priiften wir weiterhin den EiweiBabbau beim Anti- 
trypsinnachweis statt nach Fuld-Gross durch Stickstoffbestimmungen : 

Caseinniederschlag (nach Ljubowzow) gelést in 50cem 0,2% iger 
Natriumcarbonatlésung + 5cem Phosphatpuffer py 7,1 + 10cem 1% iger 
Caseinlésung + 2cem 1%iger Trypsinlésung, mit Aqua dest. auf 50 ccm 
gebracht. Kontrolleasein ebenso behandelt. Gesamt- und Rest-N-Bestim- 
mung. Nach 1 Stunde Wasserbad bei 38° zweite Rest-N-Bestimmung. 


Tabelle V. 
Patient EZ. Diagnose: Neuritis. 





Abbau (bez. auf 





Gesamt- | Anfangsrest-N | Endrest-N an Os, 
: UME ate = Cet RR. SE He Se See 
Serumoasein. . .. . 0,042 0,0028 | 0,0185 40,1 
Kontrolleasein . . . . 0,042 0,0028 0,0230 51,2 


Auch dieser Versuch bestatigt den Befund, daB der Caseinnieder- 
schlag auBer der Tryptase ganz betrachtliche Antifermentmengen 
aus dem Serum mit sich reiBt, die nicht zu entfernen sind. Naturgemal 


1 Vgl. L. Utkin-Ljubowzow, diese Zeitschr. 194, 292, 1928. 
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mu die autolytische Caseinspaltung hierdurch wesentlich beeintrachtigt 
werden, und zwar um so starker, je mehr Antiproteasen im Serum vor- 
handen sind, wie z. B. bei Tuberkulose, Carcinom und Nepbhritis?. 
Damit waren die niederen Abbauwerte, ja sogar die véllige Abbau- 
hemmung, die wir bei solchen Seren fanden, zu erkliren. Allerdings 
lieBen sich auch nach der Seite der Hemmungswirkung quantitative 
Beziehungen nicht nachweisen; wir konnten bei Seren von vermehrtem 
Antitrypsingehalt keine starkere Hemmungswirkung unserer Casein- 
lésungen gegen Trypsin finden als bei Normalseren wohl wegen der 
Gegenwirkung des mitadsorbierten Enzyms, das zu beseitigen uns nicht 
gelang, ohne das hemmende Prinzip zu beeinflussen. 


Obwohl bekannt ist, daB die Antiproteasen des Serums unspezifisch, 
d.h. nicht nur gegen eine bestimmte Fermentar+ innerhalb der Gruppe 
der Tryptasen gerichtet sind, versuchten wir doch, auch den Nachweis 
einer Hemmungswirkung gegeniiber den autolytischen Zellfermenten 
zu erbringen, indem wir die Ferment-Antiferment-Caseinlésung dem 
Autolysat von Meerschweinchenleber zufiigten. 

Caseinniederschlag nach Ljubowzow — entsprechend 2cem Serum — 
gelést in 10 cem 0,2°%,iger Natriumcarbonatlésung mit 20 cem Leberbrei- 
emulsion? versetzt (ebenso Kontrolleasein). 24 Stunden bei 37° unter 
Toluolschutz autolysiert. 

Tabelle VI. 
Patient F. M. Diagnose: Hysterie. 





| Abbau 
Gesamt: Anfangs> : 
stickstoff rest-(N aman pms meen 
%9 0 0 0 0 Ol» 0 0 
Serumcasein. .... 0,21 0,024 0,038 7,5 6,2 
Kontrolleasein . .. . 0,21 0,021 0,035 7,4 6,2 


Zwischen beiden Abbauwerten besteht kein wesentlicher Unter- 
schied, und auch in den itibrigen Versuchen konnte eine Hemmung 
der Autolyse nicht festgestellt werden, was bei der komplizierten Be- 
schaffenheit dieses Systems von mehreren Ferment-Substratgemischen 
erklarlich ist. So konnte auf diese Weise der Befund einer antitryptischen 
Wirkung des aus Serum geflockten Caseins weder bestitigt, noch 
widerlegt werden. 

Da die Methode Ljubowzow eine restlose Beseitigung der Hemmungs- 
kérper des Serums und somit eine quantitative Bestimmung der Serum- 
tryptasen nicht erméglicht — man erhalt auch hier stets nur einen 


1 Oppenheimer, |. c. 
2 Siehe Weil und Landsberg, diese Zeitschr. 207, 186, 1929; Steppuhn 
und Utkin-Ljubowzow, ebendaselbst 150, 165, 1924. 
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Differenzwert zwischen Fermentwirkung und Fermenthemmung —., 
haben wir uns bemiiht, auf andere Weise diese Fermente mengen- 
maBig zu erfassen, indem wir nach verschiedenartiger Vorbehandlung 
der Seren den autolytischen EiweiBabbau bei den einzelnen fiir Organ- 
proteasenwirkung optimalen H-Ionenkonzentrationen refraktometrisch 
und interferometrisch verfolgten. Alle diese Versuche haben vor- 
laufig zu keinem Ziel gefiihrt, sodaB wir bis jetzt nicht in der Lage 
sind, die eiweiBspaltenden Enzyme im Serum quantitativ zu bestimmen. 


Die Ubereinstimmung der Abbauzahlen der Basedowseren mit 
den Werten bei Tuberkulose und Carcinom legt die Vermutung 
nahe, daB bei den Hyperthyreosen die Verringerung der proteo- 
lytischen Serumwirkung in gleicher Weise auf einer Vermehrung 
der Antiproteasen im Serum beruhe. Diese Annahme wird durch 
die Befunde von v. Bergmann, K. Meyer und Waelli! bestitigt, 
die bei Morbus Basedowii wie nach Zufuhr von Schilddriisen- 
substanz eine konstante, erhebliche, dem Grad der Intoxikation 
proportionale Steigerung der antitryptischen Wirkung des Serums 
festgestellt haben. Diese vermehrte Bildung des Hemmungskérpers 
im Blute wird als Reaktion auf eine gesteigerte enzymatische Eiweil- 
spaltung, d.h. auf eine primare Vermehrung der proteolytischen Zell- 
fermente angesehen (K. Meyer). 


Nach dem Vorausgegangenen kann diese Auffassung dahin erganzt 
werden, daB es unter der Einwirkung des Schilddriisenhormons zu 
einer abnormen Ausschwemmung von Proteasen aus den Organzellen, 
die ihre Fermente gewéhnlich festhalten, infolge Anderung der physi- 
kalisch-chemischen Zellstruktur kommt, und damit sekundar zur 
Anreicherung der Hemmungskérper im Blute. Fiir die unmittelbare 
Wirkung des Hormons spricht auch der prompte Eintritt der Anti- 
trypsinvermehrung im Serum nach Schilddriisenzufuhr (K. Meyer). 
Sicherlich erstreckt sich diese Fermentausschiittung nicht nur auf 
die Gruppe der Tryptasen; eine Vermehrung von Peptidasen, speziell 
der Glycyltryptophanase im Serum hat R. Kraft? bei Thyreotoxikosen 
nachgewiesen. 4H. Pfeiffer? deutet diesen Befund im Sinne einer 
hormonal-nervésen Fermentsteuerung. 


Einer erheblichen Anhaiufung von Ferment im Blute steht nun 
neben der Riickresorption durch das Gewebe die Ausscheidung durch 


1 G.v. Bergmann und K. Meyer, Berl. Klin. Wochenschr. 1908, 8S. 1673; 
K. Meyer, ebendaselbst 1908, 8. 2219; 1909, S. 1065; E. Waelli, Mitt. aus cd. 
Grenzgeb. der Med. u. Chir. 25, 184, 1912. 

2 Pfeiffer, Wien. Arch. f. inn. Med. 15, 209, 1928. 
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die Niere entgegen, die bei intakter Funktion eine gewisse Konstanz 
des Fermentspiegels im Blute gewihrleistet (H. Pfeiffer). Ein ver- 
mehrter Ubertritt von eiweiSspaltenden Enzymen aus der Organzelle 
ins Blut muB daher auch durch gesteigerte Fermentausscheidung 
mit dem Urin in Erscheinung treten. 

Einen solchen Befund’ hat Peczenik! erhoben, der nach Thyreoidin- 
zufuhr bei Hunden und Ratten eine Tryptase im Harn feststellte, die 
quantitative Abhangigkeit von der zugefiihrten Menge Schilddriisensubstanz 
zeigte. Ebenso fand er einen starken Anstieg des normalerweise im Urin 
vorhandenen Pepsinogengehaltes. 

Die abnorme Fermentausscheidung mit dem Harn und die Ver- 
mehrung der Antiproteasen im Serum nach Schilddriisenzufuhr und 
bei den genuinen Hyperthyreosen weisen mit aller Deutlichkeit auf 
eine Ausschwemmung von eiweiBspaltenden Enzymen aus den Gewebs- 
zellen hin. Sie bestiatigen also unsere im Autolyseversuch gewonnene 
Auffassung von der Wirkungsweise des Schilddriisenhormons auch 
fir den physiologischen EiweiBstoffwechseleffekt. Sie verhindern 
zugleich aber auch den exakten Nachweis der Fermentauswanderung 
ins Blut, so da8 wir uns einstweilen mit dieser indirekten Beweisfiihrung 
begniigen miissen. 

Zusammenfassung. 


1. Die Methode der Tryptasenbestimmung nach L. und X. Utkin- 
Liubowzow ist nicht geeignet, diese Fermente im Serum quantitativ 
zu erfassen. 

2. Auch auf anderem Wege gelang es nicht, eine Vermehrung 
von proteolytischen Fermenten im Serum unter der Einwirkung des 
Thyreoideainkrets nachzuweisen. 

3. Jedoch stiitzen die bisherigen Ergebnisse von Untersuchungen 
iiber den Fermenthaushalt bei Hyperthyreosen die Hypothese der 
physikalisch-chemischen Zellwirkung des Schilddriisenhormons. 


1 Peczenik, Fermentforschung 9, 166, 1927. 





Grenzflichenenergie 
und Grenzflichenaktivitét an einem Protoplasmamodell 
(an der Trennungsfliche mit wisserigen Farbstoffliésungen). 


Ven 
W. Efimow und P. Rehbinder'’. 
(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik in Moskau.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Einleitung. 


Die Grenzflachenerscheinungen — die Wirkungen der Grenz- 
flichenenergie und der Adsorption — spielen bei biologischen Vor- 
gangen eine sehr wichtige Rolle. Bei richtiger Bewertung dieser 
Wirkungen kann es sich erweisen, daB sie die Hauptrolle spielen, wenn 
man die Grenzbedingungen an unzahligen inneren Trennungsflachen. 
welche in den Organismen vorhanden sind, betrachtet. 


Viele physiologische Erscheinungen kénnen durch eine Veranderung 
der Grenzflachenspannung (¢) der Protoplasmahaut erklart werden; so 
sind z. B. die physikalisch-chemischen Modelle der améboiden Bewegungen 
von G. Quincke allbekannt?. 

Das selektive Eindringen verschiedener Stoffe in das Protoplasma- 
innere kann man auch (s. weiter unten) mit einer Grenzflachenspannungs- 
abnahme zu verkniipfen versuchen; trotzdem hat man in der Literatu 
keine bestimmten Daten iiber die Grenzflaichenenergie an der Grenze 
Protoplasma—wiasserige Lésungen, und man kennt fast keine Versuche, 
diese o-Werte quantitativ zu bestimmen. 

So hat Vies in jiingster Zeit (1926) versucht, diese 7 nach Deformation 
von Seeigeleiern zu bestimmen, und hat eine stark veranderliche Grobe 
von 10 bis 40 dyn/cm erhalten; die Veranderungen lassen sich nach Ves 
durch die pa-Anderungen des Mediums erklaren. 


Da direkte Grenzflachenspannungsmessungen am Protoplasma selir 
schwer ausfiihrbar sind, so kann man versuchen, physikochemische 
zweiphasige Modelle der Grenzflichenschicht des Protoplasmas 2. 


1 Vorgetragen auf dem III. russischen Physiologen-KongreB im Mai 
1928. 

2 Siehe z. B. Quincke, Wied. Ann. 35, 561, 1888; Spek, Arch. d. Ent- 
wicklungsmech. 44, 5, 1918. 
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konstruieren, welche in bezug auf die Adsorption grenzflichenaktiver 
Stoffe, wie auch in bezug auf ihre Verteilung zwischen beiden Phasen 
des Modells, der Trennungsfliche Protoplasma—H,O ganz ahnlich 
sind. Solche Modelle kénnen aus Wasser und aus einer auf ihm ge- 
schichteten 6ligen Flissigkeit (Lipoidléser) gebildet sein. 

Viele wichtige Fragen kénnen, wie wir glauben durch quanti- 
tative Studien an einem solchen Modell (durch Grenzflichenaktivitats- 
bzw. Adsorptionsmessungen) entschieden werden. 


So haben Rehbinder! wie auch Okune/f? gezeigt, daB man zum Vergleich 
der physiologischen Aktivitét verschiedener Stoffe ihre Grenzflachen- 
aktivitat an der Grenze wisserige Lésung—Lipoidléser, 6élige Fliissig- 
keiten, und nicht an der freien Oberflache der Lésung (Grenze Lésung—Luft) 
messen mu8; der Begriinder und eifrige Forscher der Oberflachenaktivitats- 
theorie, J. Traube*, hat sich in letzter Zeit dieser Meinung angeschlossen. 

1920 hat Nirenstein* durch zahlreiche vergleichende Versuche nach- 
gewiesen, daB die von ihm hergestellte Lésung einer organischen Saure und 
einer organischen Base in Olivenél von vielen Farbstoffen, basischer wie 
auch saurer Natur, ganz ahnlich wie die Protoplasma von Infusorien 
Paramaecium caudatum gefairbt wird. In Nirensteins Gemisch (N. G.), 
welches aus 72°, Olivenédl, 24°% Olsdéure und 4%, i-Amylamin besteht, ist 
das Verhaltnis cngunische Suse gerade so gewahit, daB sich N. G. hin- 

organische Base 
sichtlich der Farbstoffverteilung ganz analog dem Protoplasma verhalt, 
und kann demnach als Modell des Protoplasmas von Protozoen betrachtet 
werden. 

Tatsuo® hat bei vitaler, Firbung verschiedener Objekte, wie Erythro- 
cyten, Opalininfusorien und Spirogyralgen die Ergebnisse Nirensteins 
vollig bestatigt. Nirenstein hat jedoch die Frage nach dem Farbungs- 
mechanismus des Modells bzw. des Protoplasmas wie auch die Grenzflichen- 
eigenschaften seines Modells nicht erértert. Uns schien es indessen ganz 
natiirlich, anzunehmen, da®B der Mechanismus des Farbstoffeindringens 
ins Protoplasma im ersten Stadium mit der Adsorption bzw. der Orien- 
tierung der Molekiile des eindringenden Stoffes an der Trennungsfliche 
Protoplasma—wisserige Lésung, d.h. nach Gibbs, mit seiner Grenzflichen- 
aktivitaét an dieser Grenze verbunden ist ®. : 


Daher haben wir behufs Untersuchung der Grenzflacheneigen- 
schaften des Protoplasmas und in erster Linie der Grenzflachenaktivitat 


1 Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 19, 1927; Zeitschr. f. physik. Chem. 
129, 163, 1927. 

2 Okuneff, diese Zeitschr. 187, 37, 1927. 

3 Traube, Pfliigers Arch. 218, 749, 1928 (Grenzflichenaktivitats- 
theorie der Narkose). 

4 Nirenstein, Pfliigers Arch. 179, 233, 1920. 

5 Tatsuo, ebendaselbst 201, 1923. 

® §. auch J. Traube, ebendaselbst 218, 749, 1928; R. Héber in Handb. 
d. norm. u. patho]. Physiol. 1, 407, 1927; Macallum, Proc. Roy. Soc. London 
(B) 86, 527, 1912/13; iiber frithere Auffassung der Adsorptionstheorie der 
Permeabilitat s. J. Traube, Pfliigers Arch. 182, 511, 1910; 158, 276, 1913. 
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von Vitalfarbstoffen an der Grenze N. G.—wasserige Lésung die Arbeit 
eines Physiologen (Zfimow) und eines Physikochemikers (Rehbinde» 
miteinander vereint. 


2, Methode der Messungen. 


Alle Messungen sind mit dem nach der Methode des maximalen Tropfen 
bzw. Blasendrucks konstruierten Rehbinderschen Apparat! ausgefiihri 
worden; zu Messungen sehr kleiner Grenzfldchenspannungen wurde er mit 
einem geneigten Mikromanometer mit verstellbarem Neigungswinkel und 
i-Butylalkohol als Fiillfliissigkeit versehen; das gestattete, o-Werte bis 
o = 0,lerg/qem mit geniigender Genauigkeit zu ermitteln. 

Die wichtigsten Vorziige dieses Apparats bestehen aufer einer schnellen 
Bestimmung statischer wie auch dynamischer v-Werte hauptsachlich darin, 
daB die erhaltenen Resultate von den Benetzungsbedingungen der Kapillar- 
spitze durch beide zu messenden Fliissigkeiten durchaus unabhangig sind, 
wenn man stets die die Glaswand schlechter benetzende Fliissigkeit aus- 

Toluol Luft 
reines Wasser’ Wasser ) 
mus; man die obere Fliissigkeit (2) mittels einer geraden (birnenférmigen) 
Kapillarspitze austropfen. Im Falle eines konvexen Meniskus jedoch 
(Randwinkel 6 > 90°) benetzt die untere (schwerere). Fliissigkeit (1) das 
Glas schlechter und mu8 daher in die obere (2) ausgetropft werden, wozu 
eine gebogene [y-Spitze dient. 

Die Berechnung von ¢ in absoluten Einheiten erg/qem = dyn/cm 
geschieht nach der einfachen Forme] 


tropfen 14Bt. Im Falle eines konkaven Meniskus ( 


eo a Oo n—H wa) 
Hier sind: p der maximale Tropfendruck, D,, D, die Dichten beider 
Fliissigkeiten und D die der Manometerfliissigkeit, H die Entfernung 
der Kapillarspitze von der Trennungsflache und A die Konstante de 
Kapillarspitze: A = 09/py). %) = 72,75 erg/qem = die Oberflachenspannung 
Wasser /Luft bei 20°C und p, = der entsprechende Blasendruck ?. 

In letzter Zeit sind viele Apparate vorgeschlagen (z. B. von Brinkmann, 
Van Dam* und von Lecomte du Noiiy*, mit welchen o-Messungen nach 
einer der sogenannten ,,AbreiBmethoden*t (Wilhelmy® u. a.) — Platten- 
bzw. Ringmethode — ausgefiihrt wurden. Diese Methoden haben eine 
bedeutende, leider jedoch kritiklose Verbreitung gefunden. Es ist leicht 
zu ersehen, daB alle diese Methoden (wie auch die Kapillarsteighéhen- 


1 P, Rehbinder, Journ. de Biol. et de Médec. exper. 4, Nr. 14, S. 939, 


1927, Moskau. 
; ; ‘ ; D.. 
2 A ist durch den Radius r der Spitze bestimmt: A = r. - : 4 


3 Brinkmann und Van Dam, Miinchener med. Wochenschr. 68, 1550, 
1912; Krizenecky und Dubska, Protoplasma 2, 460, 1927. 

4 Lecomte du Noiiy, diese Zeitschr. 104, 113, 1925. 

5 Wilhelmy, Poggendorfs Ann. d. Phys. 119, 1861, 1863; 121, 44; 122, 
1, 1869; s. ferner Timberg, Wiedemanns Ann. d. Phys. 80, 545, 1887; Wein- 
berg, Zeitschr. f. phys. Chem. 10, 34, 1892; Fergusson, Phil. Mag. (6) 26, 
925, 1913. 
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nethode) nur fiir reine Fliissigkeiten (im Falle einer vollkommenen Be- 
netzung) gut anwendbar sind. Fiir Lésungen grenzflachenaktiver Stoffe 
und besonders im Falle einer Trennungsfliche zweier Fliissigkeiten andern 
sich die Benetzungsbedingungen (der Randwinkel @) so stark und noch 
lazu in nicht umkehrbarer Weise, da diese Messungen keine sicheren, 
sogar keine relativen ¢-Werte geben?. 

Die Tropfenzihlmethode (Traube, Antonoff, Harkins, Morgan) kann 
bei der oben beschriebenen Austropfeinrichtung und bei einem langsamen 
Austropfen o-Werte, welche unabhangig von den Benetzungsbedingungen 
sind, geben; nur die Berechnungen der absoluten wie auch der relativen 
o-Werte sind oft schwer ausfiihrbar. Da aber die Tropfenzahl dem o-Wert 
ungefahr umgekehrt proportional ist, so wird in unseren Fallen, wenn ¢ 
unter Wirkung stark grenzflichenaktiver Stoffe z.B. zehnmal kleiner 
wird, die Tropfenzah] zehnmal gréBer, und der Versuch wiirde zu lange 
dauern (1 bis 2 Stunden und mehr); mit dem Rehbinderschen ,,Stalag- 
momanometer*‘ aber entspricht jede Messung der Bildung eines | Sroptens 
und nimmt nicht mehr als 1 bis 5 Minuten ein. 


3. Messungsergebnisse. 

Das Nirensteinsche Gemisch wurde aus méglichst reinen Pra- 
paraten (von Merck und Kahlbaum) hergestellt; fiir das N.G. und 
seine Komponenten haben wir mit dem erwahnten Apparat folgende 
6 Werte erhalten (t = 20,0° C): 


Tabelle I 


(Alle Werte beziehen sich auf den Gleichgewichtszustand. ) 


Di-isoamylamin/H,O (rein)... . - » %o = 13,7 dyn/em 
Olsaéure /H, «7 eagaameaae 0,01 n LHC 1); 9 6,0 = 
Olivenél/H,O (rein) . . bhi ee ote at 13,5 i 
Olivend]/H,O (9/10 HCl). . . .... +. Me 15,0 s 
N. G./H,O Ss ee es ee oe a ge ae Ee ie 
Zum Vergleich fiihren wir noch folgende Zahlenwerte an (¢ = 20,0° C): 
ae ee en ae 72,8 dyn/em 
co ree ae eae ee eee 35,3 ss 


Der kleine 6-Wert fiir Nirensteinsches Gemisch—-Wasser, 
6,, = 7,8 dyn/cm, kann durch eine schwach alkalische Reaktion der 
wasserigen Phase (durch Diamylamin erhéhte pg), d.h. durch eine 
partielle Verseifung von Olsiiure bzw. Olivenél erklart werden. 


1 Die auf die Platte (bzw. den Ring) bei ihrem AbreiBen von der 
Trennungsflache wirkende Kraft ist P = K.¢.cos 6; die Benetzbarkeit 
B = cos 6 kann fast alle Werte zwischen + 1 und — 1 annehmen, und 
auBerdem zeigt sie eine Hysterese. Spezielle Messungen im Rehbinderschen 
Laboratorium (J. Mamul) haben gezeigt, da alle Mefmethoden, bei 
welchen @(B) eine Rolle spielt, bei Anwesenheit von grenzflachenaktiven 
Stoffen (@ = 0) unanwendbar sind. 
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Wir haben die Grenzflachenaktivitét folgender Farbstoffe bei 
verschiedenen Konzentrationen an der Grenze wisserige Lésung—N.G 
bei t= 19 bis 20°C gemessen: 

1. Neutralrot (Griibler), der bei physiologischen Untersuchungen 
haufig benutzte basische Farbstoff. 

2. Toluidinblau (Griibler). 

3. Kristallviolett (Kahlbaum). 

4. Formylviolett (S 4 B). 

5. Trypanblau (Karl Hollborn). 
6. Fuchsin S (Brit. Drug House). 


Die 6-Messungen wurden nach volliger Herstellung des Adsorptions- 
bzw. Verteilungsgleichgewichts ausgefiihrt. Kontrollversuche nach 
2, 4 und 24 Stunden zeigten jedoch, daB sich das Gleichgewicht ge- 
niigend rasch einstellte. 

1. Neutralrot erwies sich sogar bei c= 0,2°%, an der Grenze 
wasserige Lésung—-Luft als fast inaktiv (der Farbstoff lieB die 6 des 
Wassers — 6, = 72,8dyn/em bei ¢ = 20,0°C — fast unverdandert 
An der Grenze mit N. G. aber zeigte Neutralrot eine sehr bedeutende 
Grenzflachenaktivitat — es setzte die 6 der Trennungsflaiche N. G 
—H,0-Lésung schon bei kleinen c sehr stark herab; bei c = 0,07 ° 
wurde 6 von 7,8 bis 0,75 dyn/cm herabgesetzt (s. Tabelle | und Abb. 1) 
Die Inaktivitat des Neutralrots an der Grenze H,O-Lésung—Luft und 
seine starke Grenzflachenaktivitat! an der Grenze N. G.—H,O kann 
noch als anschauliches Beispiel dafiir dienen, dab die Biologen von 
einer Ubertragung der Resultate von 6-Messungen an der Grenze 
Lésung—Luft auf die Grenze Protoplasma—wasserige Medien vollig 
absehen miissen. 

In Tabelle Il sind die Grenzflichenaktivitat G = A6/Ac und die 
der Adsorption des Farbstoffs an der Trennungsflache proportionale 
GréBe A = c.G@ fiir verschiedene c gegeben bei t = 20°C. 

Tabelle II und die Kurven auf Abb. 1 zeigen, daB die grébte 
Grenzflachenaktivitat der c = 0,023°,, entspricht, und da schon 
bei c = 0.05%, die Adsorptionsgrenze praktisch erreicht, d.h. die 
Adsorptionsschicht vollig gesattigt ist; die Absorption A wie auch 6 
andern sich bei fortschreitender c-Zunahme nur sehr wenig. 


1 Rehbinder hat dasselbe fiir Formylviolett, Eosin, Butterséure. 
Adrenalin und andere an den Grenzen H,O—Luft und H,O—Benzol, 0! 
(diese Zeitschr. 187, 16, 1927) und Okuneff fiir Trypanblau (ebendaselbst 
187, 37, 1927) an verschiedenen Grenzflaichen schon friiher gezeigt; s. auc! 
Héber, ebendaselbst 67, 420, 1914; Krizenecky und Dubska, Protoplasma 2, 
460, 1927. 
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Tabelle 11. 


Grenzflachenspannung, Aktivitaét und Adsorption fiir wasserige Neutralrot- 
lésungen an 


der Grenze wisserige Lésung—N.G. 





Anfangliche 
Konzentration c 


in °'9 
in Hy, O-Lésung 


0,0 (N.G./H, 0) 
0.0025 
0.0075 
0.0100 
0.0125 
0,0175 
0.0200 
0,0225 
0.0275 
0.032 
0.050 
0,200 


in 


"19 
dyn 
cm 


SO 
wo 
30 
15 
9) 
95 
5,47 
4,85 
3.80 
3,24 
1,15 
0,70 


Ror En | 


40 

G = 
Jc 
dyn/cm 


in - 
Mol/ Liter 


30 
60 
120 
210 
240 
190 
150 
50 


= c., die der Adsorption 
proportionale Gréte 


| Gesattigte 
3 Adsorptionsschicht 
3 | (Adsorptionsgrenze ) 











ON 


= 








5 <> 





C % Neutra/rot —> 
Abb. 1. 


Um die an der Grenze pro Flicheneinheit absolute adsorbierte 
Menge eines aktiven Farbstoffs zu berechnen, mu8 man nicht nur 
die anfiaingliche Konzentration in der wisserigen Lésung, sondern 
auch die Endkonzentration in Wasser oder in 01 nach stattgehabter 
Verteilung méglichst genau kennen, d.h. man muB die Verteilungs- 
_ kurve ¢i, 9 = / (Cin Ho) ethalten haben, was Nirenstein nicht getan 
hat; wir arbeiten gegenwirtig an der Erhaltung solcher Verteilungs- 


kurven. 


Neutralrot wurde aus verdiinnten wiisserigen Lésungen sehr 


stark von N. G. aufgenommen; der Verteilungskoeffizient Ky, 


d.h. die Farbekraft, war sehr grob. 


= €) CHL O» 
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An den Grenzflachen H, O-Léisung—Olivenél und H,O-Lésung—OI- 
siure erwies sich Neutralrot auch als grenzflachenaktiv, viel weniger 
jedoch als im Falle des N.G., und verminderte (bei ¢ = 0,2°%,) die 
6 von 6= 7,8 bis 6 = 6,6dyn/em fiir Ol (46 = 1,2) und bis 3,5 
(Ao = 4,3) fiir Olsiure. Letzteres entsprach den Verteilungsverhiit- 
nissen: Neutralrot farbte das N. G. sehr stark, das reine Olivendél viel 
schwacher. 

2. Toluidinblau, welches auch einen bedeutenden Verteilungs- 
koeffizienten cg, /¢y, 9 besaB, erwies sich ebenfalls als stark grenzflachen- 
aktiv: Bei ¢ = 0,2", verminderte es die 6 N. G./H,O—Lésung von 
6 = 7,8 bis 4,0 dyn/em, was 46 = 3,8 entsprach. 

3. Kristallviolett verminderte bei c= 0.5% die 6 N. G.—H,0O 
von 7,8 bis 4,5, d.h. A6 = 3,3. Kristallviolett erwies sich an der Grenze 
mit Luft auch als grenzflichenaktiv: Bei c = 0,5°, wurde 6 von 
72,8 dyn/em bis 56,6, d-h. um A6 = 16,2 dyn/cm vermindert. 

4. Trypanblau. Die ,,Farbekraft“ dieses Farbstoffs erwies sich 
viel kleiner; bei c = 0,1°,, wurde 6 von 7,8 bis 5.0 bis 5,5, d.h. auf 
Ao = 2,8 bis 2,3 dyn/em vermindert. 

5. Formylviolett, bei c = 0,1°%, verminderte 6 N. G.—H,O von 
7,8 bis 5,6, d.h. um 46 = 1,7d yn/em, und farbte das N. G. fast gar 
nicht. 

6. Mit FuchsinS haben wir keine konstanten 6 (c)-Werte in 
wisseriger Lisung an der Grenze mit N.G. erhalten; jedoch erwies 
sich Fuchsin § als sehr wenig aktiv und farbte das Nirensteinsche 
Gemisch nicht. ’ 

Die Resultate unserer Messungen haben gezeigt, dab die Grenz- 
flachenaktivitat von Farbstoffen dem  Verteilungskoeffizienten 
Ky, = ¢,/ce,, d.h. ihrer Farbekraft fiir das Nirensteinsche Gemisch 
parallel geht. Die allgemeinen Betrachtungen von P. Rehbinder' 
iiber Polaritatsunterschiede fiihren theoretisch zu denselben Schliissen 
und zeigen, daB je gréBer der Unterschied der Verteilungskonzentrationen 
(bzw. der Léslichkeiten) des aktiven Stoffes in beiden Phasen ist. 
desto grenzflachenaktiver der Farbstoff sein wird. Dabei kann man 
die Grenzflichenaktivitat von beiden Seiten der Trennungsflache 
(G4, = —d6,,/dc, und G, = —d6,,/dc) untersuchen*, und wenn fir 
eine Reihe von grenzflichenaktiven Stoffen die Verteilungskonzen- 
tration (bzw. die Léslichkeit) in einer Phase (z. B. in Wasser) stets 
abnimmt (Reihe Fuchsin — Neutralrot), so wird die Grenzflachen- 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 163, 1927 (,,Grenzflachenaktivitaét und 
Dielektrizitatskonstante“*‘). 

2 P. Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 19, 1927. Diese Betrachtungen 
iiber Polaritatsunterschiede sind von W. Sementschenko (Zeitschr. f. phys. 
Chem. 129, 176, 1927) molekular-statistisch begriindet und weiter entwickelt 
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aktivitat von der Wasserseite immer gréBer. Dasselbe beobachtet 
man auch in homologen Reihen (Alkohole, Fettsiuren) bei Verteilung 
dieser Stoffe zwischen Wasser und Ol. Die Léslichkeit in Ol nimmt 
beim Steigen in einer homologen Reihe zu, die Léslichkeit in Wasser 
fallt aber, und die Grenzflichenaktivitat von der Wasserseite Gy, 9 steigt 
nach der bekannten Traubeschen Regel. Dabei nimmt die Grenz- 
flachenaktivitét von der Olseite (Gy,) ab, und man kann thermo- 
dynamisch zeigen, daB im einfachsten Falle?: Gyo: Gor = Cor: CH: 
d. h. wir haben von der Olseite eine Inversion der Traubeschen Regel. 
Hier liegt ein unzweifelhafter und einfacher Zusammenhang zwischen 
Overtons Lipoidtheorie (Verteilungstheorie) und Grenzflichenaktivitat 
baw. Adsorption des verteilenden Stoffes an der Trennungsfliche 
beider Phasen vor. 

Rehbinder hat in seinen Untersuchungen iiber Physik der Benetzungs- 
erscheinungen? gezeigt, dali grenzflachenaktive Stoffe sehr stark die Be- 
netzung einer Glaswand durch die Trennungsflache zweier sich beriithrender 
Fliissigkeiten beeinflussen. Dabei nimmt der absolute Wert der ,,Benetz- 
barkeit*“* B | B| = |cos 6| (wo 6 der Randwinkel ist) immer ab, und _ bei 
einer fast gesattigten Adsorptionsschicht strebt der Randwinkel zu 90° 
oder zu 6. > 90°, d.h. der Meniskus, welcher anfangs (bei reinen Fliissig- 
keiten ohne grenzflaichenaktive Zusaitze) konkav war (6 ~ 0), wird jetzt 
ganz flach oder sogar (bei stark grenzflichenaktiven Stoffen) konvex. 
Im letzten Falle (quecksilberaéhnlicher Meniskus) haben wir eine Inversion 
der Benetzung (s. oben). 

Gerade bei unseren Messungen der Grenzflichenaktivitat von Farb- 
stoffen an der Grenze Wasser —N.G. haben wir beobachtet, dal} die aktiven, 
stark das élige Gemisch farbenden Farbstoffe schon in sehr kleinen Kon- 
zentrationen eine Umkehrung des Randwinkels der Trennungsfliche 
H,O—N.G. mit der Glaswand, d.h. eine Inversion des Meniskus, hervor- 
rufen. (So wirken Neutralrot und Kristallviolett; Formylviolett, Trypan- 
blau und Fuchsin 8 zeigen dagegen keine Inversion des Meniskus.) 


Hauptergebnisse. 


1. Es ist die Grenzflichenspannung 6 an der Grenze Modell 
der Protoplasmahaut (Nirensteinsche Fliissigkeit)—wiisserige Farb- 
stofflésungen mit Hilfe des Rehbinderschen Apparates nach der 
Tropfendruckmethode gemessen worden. 

2. Die Grenzflachenspannung an der Trennungsflaiche N. G.—reines 
Wasser erwies sich als sehr klein (6,, = 7,8dyn/em), was durch die 
in N. G. vorhandene Olsaure, welche von i-Amylamin in Wasser etwas 
..verseift’’ war, erklarbar ist. 





1 P. Rehbinder, Journ. d. Russ. phys.-chem. Ges., Phys. Teil, 58, 524, 
1926 (russisch) (Anwendung zur Erklarung der Emulsionsumkehr). 

? Abhandlungen d. VI. russ. Physiker-Kongr., September 1928. 
»,Wissenschaftliche Grundlagen der Flotationsprozesse.“‘ Russ. Staats- 
verlag (im Druck). 
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3. Es ist gezeigt worden, da die Vitalfarbstoffe an der Grenz- 
flache Protoplasmamodell—wasserige Lésung adsorbiert werden und 
deshalb die Grenzflachenspannung an dieser Grenze vermindern. 

4. Die Grenzflichenaktivititen (G = —dé/dc) dieser Farbstoffe 
an der Trennungsfliche N.G.—wasserige Lésung gehen ihren Ver. 
teilungskoeffizienten fiir diese beiden Phasen Ky, = cy g /Cy,o9, 4. h 
ihrer Fdrbekraft (Farbevermégen), parallel. Die Adsorptionsgrenze 
wird schon bei kleinen c erreicht (s. Abb. 1), was einer vélligen Sattigung 
der Trennungsschicht mit orientierten Farbstoffmolekiilen entspricht 

5. Parallel ausgefiihrte Oberflachenspannungsmessungen an der 
Grenze wisserige Farbstofflésung—Luft haben gezeigt, dafs manche 
Farbstoffe, welche an der Trennungsflache mit 6ligen Flissigkeiten 
(N. G.) stark grenzflachenaktiv sind, fast keine Wirkung auf die Ober- 
flaichenspannung an der Grenze mit Luft ausiiben, d.h. an dieser 
Grenze nicht adsorbiert werden. Letzteres veranlaBt uns, von neuem 
auf die Notwendigkeit von 6-Messungen an der Trennungsflache zweier 
Fliissigkeiten und auf die Unméglichkeit der Benutzung von 
6-Messungen Flissigkeit—Luft fiir viele biologische SchluBfolgerungen 
hinzuweisen. 


Zum SchluB sprechen wir dem Direktor des Instituts fiir Physik und 
Biophysik, Herrn Prof. Dr. P. Lasareff, unseren aufrichtigsten Dank fiir 
die liebenswiirdige Uberlassung aller nétigen Hilfsmittel aus. 
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Beitrige zur Kenntnis substituierter Proteine: 
Nitrierung und Jodierung des Globins. 
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zu Frankfurt a. M.) 
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Durch verschiedene Méglichkeiten, den Tyrosingehalt der Proteine 
genauer zu bestimmen, hat sich in wesentlichen Punkten das Bild 
geandert, das vor Jahren Blum und Strauss (2) von der Jodierbarkeit 
der Proteine entworfen haben. In einigen Fiillen, auf die wir weiter 


:* 
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unten eingehen wollen, haben sich damals noch hypothetische Be- 
rechnungen bestitigt ; in einigen anderen wieder ist die Frage nach der 
Bindungsform des Jods aufs neue problematisch geworden. 


So haben gewisse Ergebnisse bei der Jodierung und Bromierung des 
Caseins Lieben und Laszlo (17) dazu gefiihrt, stéchiometrische Beziehungen 
iiberhaupt abzulehnen und von einer adsorptiven Bindung der Halogene 
an der ,,Molekiiloberflache** zu sprechen. Andererseits hat Lieben (16) 
selbst bei seinen Untersuchungen iiber die Nitrierung der Proteine stéchio- 
metrisch auswertbare Resultate erhalten. Uns schien es nun bei der Wieder- 
aufnahme der Studien tiber die Substitution am Proteinmolekiil von Wert, 
zu untersuchen, ob eine Substitution mit zwei verschiedenen Substituenten 
d.h. eine Nitrierung und Jodierung zugleich — médglich ware und ob sich 
hierbei vielleicht deutbare Verhaltnisse ergiben. Wir haben zunichst 
das von Strauss und Griitzner (25) bereits studierte Globin als Ausgangs- 
material gewahlt und daran einige Beobachtungen gemacht, die wir zu- 
sammen mit einigen anderen vorliufigen Versuchen im folgenden mit- 
teilen wollen. 


Ehe wir aber auf diese unsere Beobachtungen eingehen, mégen 
allgemein einige bisher gewonnene Ergebnisse der Proteinjodierung 
betrachtet werden. 


Blum und Strauss (2) (3) haben bei der Einwirkung von Jod auf tierische 
Proteine unter verschiedenen Bedingungen festgestellt, daB das Jod in 
zwei Formen der Bindung in das Molekiil einzutreten vermag; die Jod 
mengen fanden sie dabei konstant und stellten zugleich fest, daB die Mengen 
der beiden Bindungsformen in einem konstanten Verhaltnis zueinande! 
stehen. Den Anlaf zu diesem Befund gab die in Ubereinstimmung mit 
Paulys (21) Untersuchungen beobachtete Tatsache, daB nach komplette: 
Jodierung ein bestimmter Anteil des Jods durch schweflige Saéure ab 
gespalten werden kann, ein Anteil, der eben wegen seiner Konstanz nicht 
als irgendwie akzessorisch anzusehen ist. Blum und Strauss deuteten ihre 
Befunde dahin, daB sie fiir das verbleibende festgebundene Jod die Stellung 
am Kohlenstoffgeriist eines Ringsystems (Tyrosin oder Histidin) und fiir 
das durch schweflige Saéure abspaltbare Jod die Stellung an einer NH- 
Gruppe annahmen; als die letztere glaubten sie, gleichfalls auf die Unter- 
suchungen von Pauly (22) gestiitzt, die NH-Gruppe im Imidazolring des 
Histidins ansprechen zu diirfen. Aus ihren Ergebnissen haben Blum und 
Strauss sodann Schliisse auf die in den betreffenden Proteinen vorhandenen 
Mengen von Tyrosin bzw. Histidin gezogen, die mit den damals vorliegenden 
Werten fiir diese Aminosaéuren in keinem Falle tibereinstimmten; sie sahen 
sich daher zu hypothetischen Errechnungen gezwungen. In neuerer Zeit 
hat nun Lieben [gemeinschaftlich mit Ldszlo (17) und Méiiller (18)] die 
Jodierung bzw. Bromierung am Beispiel des Caseins studiert und ist zu 
Ergebnissen gelangt, die ihn zu der Annahme einer Adsorption des Jods, 
nicht aber stéchiometrischer Verhaltnisse gefiihrt haben. In der Tat scheint 
das Casein unter den bisher untersuchten Proteinen eine noch nicht aut 
klarbare Ausnahmestellung in bezug auf seine Halogenierbarkeit ein 
zunehmen, worauf ja auch schon Blum und Strauss hingewiesen haben: 
sein Jodwert bleibt hinter dem aus dem Tyrosingehalt errechneten Wert 
erheblich zuriick. Wir wollen uns im folgenden mit diesem Protein noch 
nicht befassen, sondern die Aufmerksamkeit zunachst auf diejenigen vor 
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Blum und Strauss jodierten Proteine richten, fiir die namentlich nach 
den ausgezeichneten Untersuchungen von Fiirth und seinen Mitarbeitern — 
nunmehr gesicherte Tyrosinwerte vorliegen; es sind dies das Ovalbumin, 
das Serumalbumin und das Serumglobulin, bei denen wir hier lediglich 
die fir das am Kohlenstoff haftende Jod gewonnenen Werte, d.h. also 
hier tyrosingebundenes Jod, in Betracht ziehen. O. Fiirth und A. Fischer (6) 
bestimmten mit Hilfe der Millonkolorimetrie den Tyrosingehalt des Ov- 
albumins zu 3,8 °% ; die Autoren sprechen diesem Wert die gréBere Sicherheit 
gegeniiber den viel héheren Werten aus der Bromadditionsmethode zu. 
[Folin und Ciocalteu (4) haben 4,0% gefunden.] Unabhangig davon haben 
wir den Tyrosingehalt indirekt zu bestimmen gesucht, und zwar in folgender 
Weise: Wir nitrierten reines Ovalbumin, dessen Tryptophangehalt wir 
vorher nach der von O. Fiirth und Z. Dische (5) angegebenen Methode der 
Voisenetkolorimetrie zu 2,25°, bestimmt und also mit dem von O. Fiirth 
und Lieben (7) bereits erhaltenen Wert identisch gefunden hatten. (Nimmt 
man als wahrscheinlich an, daB sich, den bisherigen analytischen Befunden 
entsprechend, im Ovalbumin Tryptophan zu Tyrosin wie 1:2 verhalten, 
so wurde sich theoretisch ein Tryptophanwert von 2,1 °, bei einem Tyrosin- 
gehalt von 3,8°% ergeben.) Den Nitrowert des Ovalbumins fanden wir 
nun zu 1,445°,. Einem Tryptophangehalt von 2,25°, entspricht ein Nitro- 
wert von 0,505°,. Die Differenz 1,445 bis 0,505 ergibt den dem Tyrosin 
entsprechenden Nitrowert 0,94°, aus dem sich wiederum ein Tyrosin- 
gehalt von 3,70% errechnet; hierbei rechnen wir, ganz analog den Uber- 
legungen Liebens (16), mit dem Eintreten je einer NO,-Gruppe in das 
Tyrosin und das Tryptophan. Damit scheint der von Firth und Fischer 
erhaltene Tyrosinwert gesichert. Blum und Strauss haben nun fiir das 
kernjodierte Ovalbumin bei der Jodierung sowohl in bicarbonat-alkalischer 
wie in ammoniakalischer Lésung einen konstanten Jodwert von 5,15°% 
gefunden. Aus dem als richtig angenommenen Tyrosingehalt von 3,8°, 
errechnet sich eine Jodaufnahme von 5,33g Jod auf 100g Ovalbumin; 
demnach enthalten 105,33 g Ovalbumin 5,06°, Jod. Dieser Wert stimmt 
mit dem gefundenen iiberein. Umgekehrt wiirde der Jodzahl von 5,15°% 
ein Tyrosingehalt von 3,87°, entsprechen. 


Den Tyrosingehalt des Serumalbumins bestimmten Fiirth und Fischer 
m 4,5 bis 5,0°%, Folin und Denis zu 4,8°,; auch hier ergibt die Brom- 
additionsmethode héhere Werte als die Millonkolorimetrie. Fiir das Serum- 
globulin haben Firth und Fischer den Durchschnittswert des Tyrosins zu 
4,6°% angegeben. Blum und Strauss fanden als Kohlenstoff-Jodwerte der 
beiden Serumproteine fiir 


IRS er er arte sets. 2 
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Strauss (24) fand fiir Serumglobulin 6,73°, als Durchschnittswert der 
beiden Globulinfraktionen. Da diese Werte nicht als wesentlich von- 
einander abweichend angesehen werden kénnen, darf ein Durchschnitts- 
jodwert fiir beide Proteine zu 6,7°%, angenommen werden. Errechnet man 
den Tyrosingehalt, der einem solechen Prozentgehalt — d.h. einer Jod- 
aufnahme von 7,18 g auf 100g Protein — entsprache, so ergibt sich der 
Wert von 5,12°% Tyrosin, der also innerhalb méglicher Fehlergrenzen mit 
den oben zitierten Tyrosinwerten iibereinstimmt. (Die von Strauss noch 
vor kurzem gemachte Annahme eines Tyrosinwertes von 6,5 °%, aus der 
Bromaddition — ist demnach zu korrigieren.) 
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Hier sei auch ein kleiner Widerspruch beseitigt, der sich scheinbar 
aus den Studien Liebens (16) iiber die Nitrierung des Serumglobulins ergibt ; 
wahrend dessen Nitrowerte fiir Serumalbumin zu den Werten von Tyrosin 
+ Tryptophan gut stimmen, findet er fiir Serumglobulin einen Nitrowert, 
der zu der sicher zu hohen Zahl fiir Tyrosin = 6,5°, (Bromaddition) stimmt. 
Nun legt er aber seiner Berechnung des NO,-Wertes den niederen Trypto- 
phanwert von 3°% (Fiirth und Dische) zugrunde; nimmt man jedoch den 
friiher von Fiirth und Lieben gefundenen héheren Tryptophanwert von 
4,4°%% an — mehrere von uns an reinstem Material ausgefiihrte Kontroll- 
bestimmungen ergaben 4,2°% —, so erhalt man einen Gesamtnitrowert, 
der sich aus dem Tyrosinwert von 5,1°% + Tryptophanwert von 4,4%, 
zu 2,24% errechnet, also zu Liebens gefundenem Wert von 2,25°, genau 
stimmt. 

Es zeigt sich also, daB die drei Proteine des Serums in bezug auf ihren 
Tyrosingehalt iibereinstimmen; anders dagegen verhalt es sich mit dem 
Tryptophangehalt dieser Proteine: waihrend sich nimlich im Serumalbumin 
das Verhaltnis Tryptophan (1,3°,) zu Tyrosin (5,12°,) wie 1: 4 berechnet, 
ist es fiir Serumglobulin (Tryptophan 4,4°, und Tyrosin 5,12°,) wie 3: 4, 
eine Betrachtung, die (vgl. auch Ovalbumin und Globin) vielleicht Be- 
deutung fiir die Korrelation zweier Aminoséuren im Proteinmolekiil gewinnt, 
von denen nach schon geéuBerter Ansicht die eine (Tyrosin) eine periphere, 
die andere (Tryptophan) eine zentrale Stelle einnimmt. [Vgl. dazu Fiirth 
und Fischer (6), sowie die Berechnungen von Kiyotaki (14).] 

Zusammenfassend darf gesagt werden, daB — mindestens bei 
den hier betrachteten Proteinen — stéchiometrische Verhaltnisse 
zwischen Jodaufnahme und Tyrosingehalt herrschen; auch haben die 
Jodierungen unter Einhaltung der von Blum und Strauss angegebenen 
Methode niemals einen ,,Gang* gezeigt, sondern sie haben stets konstante 
Endwerte innerhalb engster Fehlergrenzen ergeben. Eine adsorptive 
Bindung des Jods, wie sie Lieben und Ldszlo(17) mit ihrer Methodik 
beim Casein fanden, kommt bei den genannten drei Proteinen nicht 


in Frage. 
Das Globin, dessen Substitutionsverhiltnissen unsere Studien 
gewidmet waren, zeigt in bezug auf seine Jodzahl — wir betrachten 


auch hier wieder vorerst nur das am Kohlenstoff gebundene Jod — eine 
auffallende Besonderheit, die bei der von uns vorgenommenen zwei- 
artigen Substitution (Einfiihrung von Jod- und Nitrogruppen) noch 
starker hervortritt. 


Uber den Gehalt des Globins an den fiir unsere Betrachtung wichtigsten 
Aminosauren sind wir heute genauer orientiert als es zu der Zeit, da Strauss 
und Griitzner (25) die Jodierung dieses Proteins durchfiihrten, der Fall war. 
Wahrend damals aus der Hydrolyse ein Tyrosinwert von nur 1,33% vorlag, 
wissen wir jetzt durch die Untersuchungen von Fiirth und Fischer, dali 
dem Hamoglobin ein Tyrosingehalt von 2,8 bis 3,0°% (gemessen an reinstem 
Hamoglobin mittels der Millonkolorimetrie und in Ubereinstimmung mit 
der Bromaddition) zukommt. Daraus ergibt sich der Tyrosingehalt des 
Globins selbst (96° des Hamoglobins nach Schulz) zu 2,9 bis 3,1%. Den 
Histidingehalt hat neuerdings Poljakow (23) zu 13,25°, bestimmt (Arginin 
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6,1°%; Glykokoll fehlt). Das Tryptophan ist von Kiyotaki (14), wie auch 
von uns [nach der Methode von Fiirth und Dische (5)] sehr genau zu 3,5°%% 
bestimmt worden. Das Verhaltnis Tyrosin zu Tryptophan zu Histidin ist 
demnach 1:1: 5 (vgl. Kiyotaki). Wir haben nun zunachst die Nitrierung 
des Globins durchgefiihrt. Dabei errechnet sich 

fiir 3,0°, Tyrosin ein NO,-Wert von 0,76°%, NOx, 

» 3,5% Tryptophan ,, NO,-Wert ,, 0,79% NO,. 
Im ganzen miissen also in das Globin 1,55°, NO, eingetreten sein bzw. es 
miissen, umgerechnet auf gebildetes Nitroglobin 1,53°, NO, gefunden 
werden. Unsere NO,-Bestimmungen an verschiedenen Operationsnummern 
des Nitroglobins ergaben den Durchschnittswert von 1,44°, NO,. 


Weiterhin haben wir die von Strauss und Griitzner gefundene Kern- 
jodzahl mit veranderter Methode (Jodierung in Ammoniak und Essig- 
siure) nachgepriift und zu 7,7°, bestimmt. Berechnet man nun aber 
aus dem Tyrosingehalt des Globins von 3,0 °,,, den wir als den genauesten 
annehmen diirfen, die Jodzahl, so ergibt sich: 3g Tyrosin nehmen 
4,21 g Jod auf; aus 100g Globin entstehen also 104,21 g Jodglobin. 
Demnach miiBte ein Prozentgehalt von 4,03 °,, erwartet werden. Nehmen 
wir dagegen an, daB die doppelte Jodmenge eingetreten ist, so ergeben 
sich: aufgenommen 8,42 g= 7,77°, Jod. Da dieser Wert sich mit 
dem von uns gefundenen deckt, ergibt sich, daf das Globin doppelt 
soviel Jod aufzunehmen vermag, als seinem Tyrosingehalt entspricht. 


Da bei der Nitrierung eines Proteins Mononitrotyrosin gebildet 
wird und da dieses -— wie Zeynek (28) durch die Bromierung gezeigt 
hat — noch fiir ein Atom Jod als zweiten Substituenten Platz haben 
muB, haben wir die Jodierung des Nitroglobins vorgenommen. Die 
hierbei erhaltene ,,B-Zahl‘, d. h. also der Jodwert, der lediglich am 
Kohlenstoff substituierten Substanz betrug im Durchschnitt 5,9 °,. 
Diese Zah] zeigt, daB statt des zu erwartenden einen Jods die dreifache 
Menge Jod eingetreten ist, was sich aus folgender Berechnung ergibt: 3 g 
Tyrosin nehmen — monojodiert — 2,105 g Jod auf; die dreifache 
Menge ist 6,315 g, also in Prozenten des Jodnitroglobins 5,86 °,, (wobei 
der NO,-Gehalt beriicksichtigt ist). 


Nun ist es fiir das Weitere nétig, die sogenannte ,,A-Zahl**, d. h. den 
Jodwert, der sich als Summe des am Kohlenstoff und des am Stickstoff 
haftenden Jods ergibt, heranzuziehen. Wir lassen hier auBer Betracht, 
welche Gruppe fiir die Bindung jenes durch schweflige Saure ab- 
spaltbaren Jods verantwortlich ist. 

Es hat sich das Folgende gezeigt: Strauss und Griitzner fanden 
im Jodglobin 

die A-Zahl zu 11.4%. 
Wir finden die B-Zahl zu 7,7 ° 


o° 
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Also enthalt das Jodglobin 3,7°% Jod in abspaltbarer und 
7,7°%, Jod in festgebundener Form. 


Fiir das Jodnitroglobin ergaben sich aber die Werte: 


Bicarbonatjodiert: A, = 9,69°%, Ammoniakjodiert: A, = 11,2°%,, 
B = 5,90 %. 


Das Jodnitroglobin enthalt demnach 5,9 °, Jod in festgebundener 
Form. Dabei zeigt sich die merkwiirdige und bisher in noch keinem 
Falle beobachtete Tatsache, daB fiir das abspaltbare Jod zwet Wert 
existieren. Beim Arbeiten in rein bicarbonatalkalischer Lésung namlich 
treten 3,79°, abspaltbares Jod in das Nitroglobin ein, wahrend bei 
der Jodierung in starker alkalischer Lésung ein Wert von 5,3, fiir 
das NH-Jod erreicht wird. Dabei bleibt der Wert fiir das am Kohlen- 
stoff gebundene Jod der gleiche. 

Wir suchen nun diejenigen Vielfachen von einem eingetretenen 
Jod, das den analytisch gefundenen Werten entspricht. Hierzu be- 
dienen wir uns am einfachsten der folgenden Tabelle, in der fiir das 
Globin ein Tyrosingehalt von 3,0°, eingesetzt ist. 





Von 100g Globin bzw. 101,5g Nitroglobin 





Zabl 

PS | wonton ant ‘akitieh nite Berechnet Gefunden 

g 8 % 9/9 

1 2,105 | 102,105 Jodglobin. ..... : 2,06 - 

2 4,21 104,21 Nima ait ater g al ig igliy 4,03 ~- 

3 6,315 107,815 Jodnitroglobin B .... 5,86 59 

4 8,42 108,42 Jodglobin B....... 7,77 7,7 

5 10,53 | 112,03 Jodnitroglobin A, 

(Bicarbonat jodiert) . . 9,42 9,69 


6 12,63 114,13 Jodnitroglobin A, 
(Ammoniak jodiert) . . 11,07 11,2 
6 12,63 | 11263 Jodglobin A ...... 11,21 11,4 


Demnach stimmen die von uns gefundenen Werte zu einer theoretischen 
Berechnung, aus der folgt, dag im Jodglobin insgesamt 6 Atome Jod zu 
verteilen sind, und zwar 4 auf Kohlenstoff- und 2 auf N H-Stellen, im 
Jodnitroglobin dagegen eimal 5 Atome Jod-, wovon 3 auf Kohlenstof}- 
und 2 auf N H-Stellen — und einmal 6 Atome Jod —, wovon wiederum 
3 auf Kohlenstoff{- und 3 auf N H-Stellen entfallen. Im Falle des Jod- 
globins ist das Verhiltnis C-Jod: N H-Jod wie 4:2, beim Jodnitroglobin 
aus Bicarbonat ist es wie 3:2, bei demjenigen aus Ammoniak wie 3:5. 


Das Freiwerden einer neuen, zur Aufnahme von Jod geeigneten 
NH-Gruppe darf vielleicht einer besonderen Hydroxylionen-Empfindlich- 
keit des Nitroglobins zugeschrieben werden, auf die wir bei unseren 
ferneren Versuchen unsere Aufmerksamkeit richten wollen. 
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Wir sehen weiter, daB 2 Atome Kohlenstoffjod sowohl im J odglobin, 
wie im Jodnitroglobin nicht am Tyrosin untergebracht werden kinnen; 
da nun Pauly (22) die Kohlenstoffjodierbarkeit der Histidingruppe bereits 
am Sturin stéchiometrisch genau erwiesen hat, stehen wir nicht an, einen 
Teil des im Globin in so charakteristisch groBer Menge vorhandenen 
Histidins fiir die Aufnahme der iiberschiissigen beiden Kohlenstoff- 
Jodatome heranzuziehen. 


Wir geben im folgenden Schema die Ansicht wieder, die wir uns — 
unter allem Vorbehalt — tiber die Verteilung des Jods im Jodglobin 
und im Jodnitroglobin gebildet haben; dabei bedeutet (unter Weg- 
lassung des Nitrotryptophans) 


OH 


das Tyrosin 


| | das Histidin 
Ee al 


(sn) die Stelle des abspaltbaren Jods. 


Fiir das Jodglobin A und B ergibt sich das Bild: 
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Verhaltnis C-Jod: NH-Jod — 4:2. 
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Fiir das Jodnitroglobin A, und A, und B: 





J 


Verhaltnis C-Jod: NH-Jod = 3:2 fiir A, 
Verhaltnis C-Jod: NH-Jod = 3:3 fiir Ag. 


Der Versuch, die von uns beim Jodglobin und beim Jodnitro- 
globin gefundenen Zahlenverhiltnisse zu deuten, wiirde nun allerdings 
wesentlich anders ausfallen, wenn wir genétigt waren, bei der Jodierung 
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des Globins und des Nitroglobins eine so tiefgreifende Spaltung anzu- 
nehmen, daB das Globin um die Halfte und das Nitroglobin um zwei 
Drittel — und zwar unsymmetrisch, mit Erhaltung lediglich der jodo- 
phoren Gruppen — verkleinert wiirde. Diese an sich unwahrschein- 
liche Annahme erledigt sich aber einmal durch die Tatsache, daB der 
Schwefelgehalt des Jodglobins sich gegeniiber demjenigen des Aus- 
gangsmaterials nicht andert, sodann durch nachtragliche Nitrierung 
des Jodglobins (Nitro-Jodglobin), die einen dem intakten Globin 
zukommenden Nitrowert ergeben hat, den wir erwarten miissen, 
wenn wir annehmen, da$ hier nur noch das Tryptophan, nicht aber 
das durch Jod in 3,5-Stellung bereits blockierte Tyrosin als N O,-Trager 
in Frage kommt; in der Tat fanden wir NO, = 0,75°,. Ferner ergab 
sich aus der Bestimmung des NO,-Wertes im Jod-Nitroglobin, da’ 
auch hier das ganze Molekiil erhalten ist: der gefundene Wert von 
1,28 °, NO, entspricht in guter Annaherung dem N O,-Wert des genuinen 
Globins. Waren dagegen derartige Spaltungen, wie oben angenommen, 
eingetreten, so hitten unsere NO,-Bestimmungen am Nitro-Jodglobin 
einen Wert von etwa 2,8°),, am Jod-Nitroglobin einen Wert von sogar 
4,2°%, ergeben miissen. 

Wir wenden uns nun der Frage nach dem Ort des von uns als 
NH-Jod bezeichneten Jodanteils zu. Uber die Bindungsstelle dieses 
Anteils, der bei allen bis dahin untersuchten Jodproteinen — mit 
Ausnahme des Caseins — in einem konstanten Verhiltnis zu dem 
festgebundenen Jodanteil gefunden worden ist, haben Blum und 
Strauss eine Vermutung geiiuBert. Sie nehmen an, da das durch 
schweflige Siure abspaltbare Jod an der NH-Gruppe des Imidazol- 
ringes, also am Histidin verfestigt sei, und zwar auf Grund der von 
Pauli (22) iiber die Jodierbarkeit des Imidazols erhobenen Befunde. 
Blum und Strauss haben aber die Méglichkeit offen gelassen, dal 
, noch andere aufnahmefahige Imidgruppen im Proteinmolekiil vor- 
handen seien“. Nun haben Strauss und Griitzner eine Beobachtung 
gemacht, die wir in vielfach wiederholten Versuchen bestatigen konnten : 
alle J odproteine — soweit bis jetzt itiberhaupt untersucht, aber wiederum 
mit Ausnahme des Caseins —, die die volle Menge des von ihnen auf- 
nehmbaren NH-Jods besitzen, sind gegen die Einwirkung von Pepsin- 
salzsiiure gesperrt. Am Jodovalbumin, Jodeuglobulin und Jodpseudo- 
globulin, am Jodglobin und am Jodnitroglobin ist diese Erscheinung 
festgestellt worden (etwas weniger scharf ausgeprigt wurde sie beim 
Jodserumalbumin gefunden). Entfernt man durch schweflige Saure 
das NH-Jod bis zur Gewinnung der B-Substanz, die lediglich am 
Kohlenstoff jodiert ist, so ist diese durch Pepsinsalzsaure bis zur Bildung 
von Jodalbumosen aufspaltbar. Jodiert man die B-Substanz wieder 
auf ihren A-Wert, so erscheint die Sperrung von neuem. Wir nehmen 
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deshalb an, daB das N H-Jod in Beziehung zu den Stellen steht, an denen 
die enzymatische Wirkung der Pepsinsalzsaure eingreift, also im Bereich 
derjenigen — CO—NH — Bindungen gesucht werden muB6, deren 
Sprengung durch das Pepsin den Zerfall des Proteins in seine ,,primiiren** 
Spaltprodukte (Albumosen, Peptone) herbeifiibrt. 

In diesem Zusammenhang sollen schlieBlich auch noch einige 
weitere Beobachtungen erwahnt werden, die wir bei unseren Versuchen 
neu gemacht bzw. bestitigt haben. Sie betreffen zuerst besondere 
Léslichkeitsphanomene an den von uns untersuchten Globinderivaten. 
Wir fanden, da8 die Erhitzung auf 70° Anderungen in der Léslichkeit 
dieser Substanzen hervorruft. Strauss und Griilzner haben gezeigt, dab 
da8 das Jodglobin B (7,6 °%, Jod) durch Erhitzen auf 70° seine Angreif- 
barkeit durch Pepsinsalzsaure einbiiBt, daB aber diese gesperrte Substanz 
durch einfaches Umfallen aus alkalischer Lésung wieder angreifbar wird ; 
das gleiche ist nach Blum und Strauss bei den anderen Jodproteinen 
der B-Reihe der Fall, die, ebenso wie jenes Jodglobin, aus der Jodierung 
in bikarbonatalkalischer Lésung stammen. Nicht in solcher Weise 
thermolabil sind dagegen diejenigen Jodproteine, die entweder schnell 
jodiert oder in ammoniakalischer Lésung jodiert sind und sich durch 
ihre positive Tryptophan- und Cystinreaktion sowie durch die Er- 
haltung der sogenannten ,,zweiten Biuretgruppe auszeichnen. Wir 
stellten nun fest, daB eine solche Hitzesperrung gegen Pepsinsalz- 
saure wirklich nur bei dem aus bicarbonatalkalischer Lésung gewonnenen 
Jodglobin eintritt, nicht aber bei demjenigen, das wir in ‘am- 
moniakalischer Lésung jodiert haben; ebenso wenig ist sie nun aber 
auch bei Nitroglobin und bei Jodnitroglobin zu erzielen. Dagegen 
verlieren alle unsere Substanzen — gleichviel wie sie hergestellt sind — 
ihre Léslichkeit in verdiinnten Saiuren, wenn man sie in wisseriger 
Suspension auf 70° erhitzt. Es ist, wie schon Blum und Strauss aus- 
gefiihrt haben, anzunehmen, daB bei dem Vorgang der Jodierung 
unterschiedliche Veriainderungen am Molekiil eintreten, durch die 
Ringschliisse erméglicht werden: diese vermégen die Lésung in Saure, 
in bestimmten Fallen aber auch die Angreifbarkeit durch das Pepsin- 
ferment zu verhindern. Da8 Ringschliisse an den Umwandlungs- 
produkten der Proteine sehr leicht auftreten kénnen, beweist auch 
die von uns am Aminoglobin beobachtete Tatsache, daB diese Substanz 
ihre Farbreaktion eines aromatischen Amins (mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd nach P. Ehrlich) allein schon durch die Einwirkung von 
Mineralsaure einbiiBt : ein Umstand, den wir uns durch einen RingschluB, 
der die aromatische Aminogruppe in Anspruch nimmt, deuten kénnen. 
Vielleicht beruhen sogar die Veranderungen des Globins, die es bei 
unserer, wie bei der Darstellung nach Schulz, nicht dagegen bei der- 
jenigen von Hill und Holden (11) zu erleiden scheint und die die 
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Regeneration des Himoglobins [Eintritt des Globins in den Fe-Komplex 
des Hiamatins nach Haurovitz (10)] verhindern, auf solchen schon 
durch ganz minimale Eingriffe entstehenden Verkettungen und Ver- 
schlieBungen. 

Endlich sei auch nech auf die Bestatigung und Erweiterung eines 
von Blum und Vaubel erhobenen und von Blum und Strauss wieder- 
holten Befundes aufmerksam gemacht. Bei der Alkalispaltung jodierter 
Proteine fanden diese Autoren einen biuret-positiven und einen biuret- 
negativen Anteil; keinen biuret-negativen Anteil (zweite Biuretgruppe) 
dagegen fanden sie bei den schonend jodierten Proteinen. Wir haben 
beobachtet, da unser in Ammoniak jodiertes Jodglobin in der Tat 
diesen biuret-negativen Anteil nicht liefert; ferner, daB eine solche 
biuret-negative Gruppe auch bei der Spaltung der Nitroproteine auf- 
tritt und durch Reduktion nicht mehr positiv wird: auch das Amino- 
globin liefert bei der Alkalispaltung jenen biuret-negativen Anteil. 


Es sei weiteren Studien vorbehalten, auf die mannigfachen Fragen, 
die sich aus den vorstehenden Beobachtungen ergeben, naher einzu- 
gehen; wir beabsichtigen zunichst, in der Untersuchung weiterer 
zugleich nitrierter und halogenierter Proteine fortzufahren. 


II. Experimenteller Teil. 
1. Darstellung und Eigenschaften des Globins. 


Das Globin haben wir nach der von Strauss und Griitzner an- 
gegebenen Methode bereitet; als Ausgangsmaterial diente .uns das 
kaufliche Pferdehamoglobin von Merck, sowie — insbesondere zu unseren 
Tryptophanbestimmungen — ein Hamoglobin, das wir selbst nach 
den bekannten Vorschriften aus sorgfaltig gewaschenen Pferdeblut- 
kérperchen hergestellt haben. Zu einigen Versuchen haben wir auch 
aus Maultierblut das Hamoglobin gewonnen. Die Darstellung des 
Globins gestaltet sich wie folgt: Das Hamoglobin wird in Portionen 
von 10g mit 100 ccm 2 n Essigsdure angeweicht und dann mit 400 ccm 
Eisessig entweder bei lingerem Stehenlassen in der Warme (Brut- 
schrank) oder durch mehrstiindiges Schiitteln vollkommen in Lésung 
gebracht. Diese Lésung wird mit etwa 5g bester Tierkohle 2 bis 
3 Stunden geschiittelt; die Hauptmenge der Tierkohle wird durch 
Zentrifugieren entfernt und die abgesetzte Tierkohle auf der Zentrifuge 
mit Wasser nachgewaschen. Die gesamte, noch viel kolloide Kohle 
enthaltende Flissigkeit wird mit dem gleichen Volumen Wasser ver- 
diinnt und filtriert. Um die Befreiung von der Tierkohle rasch und 
volistandig durchzufiihren, versetzt man die Lésung mit ,,Brillant- 
Theorit‘‘ (einem von der Firma Seitz in Kreuznach in den Handel 
gebrachten Asbestpriparat), und zwar in solcher Menge, da8 ein diinner 
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Brei entsteht; dieser wird nach kurzem Schiitteln auf einer mit einer 
diinnen Theoritschicht abgedeckten Nutsche abgesaugt. Ndétigenfalls 
wiederholt man diese Prozedur und saugt schlieBlich nochmals durch 
eine mit Papierbrei gedeckte Nutsche ab. Die klare, braungelb gefirbte 
Lésung wird mit der etwa gleichen Raummenge zerstoBenen Eises 
vermischt, und sodann wird unter starkem Riihren das Globin mittels 
konzentrierten Ammoniaks oder durch Einleiten von Ammoniakgas 
ausgefallt. Die grauweiBe Substanz, die sich rasch absetzt, wird mit 
destilliertem Wasser mehrfach dekantiert, auf Seide koliert, méglichst 
ammoniakfrei gewaschen und als Paste unter Wasser (Atherzusatz) 
aufbewahrt. Man kann, wie uns Vorversuche gezeigt haben, die Tier- 
kohle durch hochwirksames voluminéses .,Silicagel‘‘ ersetzen; ferner 
kann man das Globin aus dem noch sauren stark verdiinnten Filtrat 
durch Zusatz von Natriumacetat zur Abscheidung bringer. Zuletzt 
haben wir es vorgezogen, unser Ausgangsmaterial in trockener Form 
in Vorrat zu halten; wir haben das Globin durch Behandeln mit Aceton 
entwissert, mit Ather gewaschen, auf Tonteller aufgestrichen und 
im Vakuum iiber Schwefelsiiture und Atzkali getrocknet. Aus dem 
so erhaltenen Pulver, wie auch aus der feuchten Paste konnten wir 
uns durch Lésen in verdiinnter Essigsiure und Dialyse reine Globin- 
lésungen herstellen. Erhitzt man, etwa zur Erreichung voélliger Analysen- 
trockne, das Globin einige Stunden auf 100°, so biiBt es seine leichte 
Léslichkeit in verdiinnter Essigsiure ein. Die Substanz quillt zu 
gallertiger Konsistenz und geht erst auf Zusatz von sehr viel Wasser 
in Lésung. Bei der Dialyse machten wir die Beobachtung, daB das 
Maultierglobin eine viel gréBere Wasseraufnalmefahigkeit zeigt, als 
das Pferdeglobin. Wir haben dialysierte Globinlésungen, die ein 
pu Von etwa 5,6 zeigten, der Elektrodialyse (Pauly) und der Elektro- 
ultrafiltration (Bechhold) unterworfen: hierbei schied sich das Globin 
als braune Gallerte quantitativ an der Kathode ab. Dieses Globin 
war in reinem Wasser unléslich, konnte aber durch Hinzufiigen kleinster 
Mengen Essigsiure oder Natronlauge sofort klar gelist werden. 

Um uns tiber die Salzempfindlichkeit unseres Globins zu orientieren, 
haben wir folgenden Versuch angestellt: von einer reinsten 5°,igen Globin- 
lésung wurde je 1cem mit 1 ccm destillierten Wassers verdiinnt, jeweils 
a) ein Tropfen n/2 Natronlauge, b) ein Tropfen n/2 Essigséure zugefiigt und 
diese Proben mit steigenden Mengen einer n/2 Natriumacetatlésung versetzt. 
Das Fallungsergebnis ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 





2 n-Natriumacetat, ccm: 01 0,2 03 04 06 08 
Lisung a) alkalisch ....... — — — — + ++ 
LPO. bt aseck SS _— + + ++ 


Es zeigt sich also, daB die Salzempfindlichkeit des Globins in saurer Lésung 
sehr viel starker zum Ausdruck kommt als in alkalischer. Dieses Versuchs- 
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ergebnis befindet sich in Analogie zu dem von Ottensooser und Strauss (20) 
bei der Bereitung von Priifungsantigenlésungen gemachten Erfahrungen. 

Hier sei angemerkt, daB wir fiir unsere Zwecke jener MaBnahmen 
nicht bedurften, die Hill und Holden (11) bei ihrer Darstellungsweise des 
Globins in Anwendung gebracht haben; eine mit jenem noch schonender 
dargestellten Globin mégliche Restitution von Hamoglobin liegt auBerhalb 
unseres Versuchsbereichs. 


An unserem Globinmaterial aus einer Reihe verschiedener Her- 
stellungen haben wir zur Kontrolle Tryptophanbestimmungen nach 
der von Fiirth und Dische (5) angegebenen kolorimetrischen Methode 
vorgenommen (s. im Analytischen Teil). Wir fanden als Durchschnitts- 
wert 3,5°,, Tryptophan; Kiyotaki (14) erhielt durchschnittlich 3,6 °.,. 
Die bei der weiter unten beschriebenen Nitrierung des Globins er- 
haltenen NO,-Werte bestatigen den hier mit 3,5°, angenommenen 
Tryptophangehalt des Globins. 


2. Darstellung des Nitroglobins. 


Wir bedienten uns zur Einfiihrung der Nitrogruppen in das Globin 
zweier Methoden, die zu den gleichen Ergebnissen gefiihrt haben. 
Zunachst haben wir das Globin in eisessigsaurer Lésung bei Gegenwart 
nur geringer Mengen von Wasser nitriert; auBerdem haben wir mit 
wasseriger Salpetersiure, wie sie Lieben (16) zur Nitrierung verwendet 
hat, gearbeitet. In keinem Falle wurde ein Salpetersiuregehalt des 
Nitrierungsgemisches von 20°, tiberschritten. 


a) Nitrierung in eisessigsaurer Lésung. 

Das Globin — 10 bis 15 ccm der Paste oder 5 bis 10 g des trockenen 
Pulvers — wird unter starkem Schiitteln in 400 ccm Eisessig (96°) 
gelést und — um die Peptisierung der gallertig quellenden Substanz 
vollstindig werden zu lassen — iiber Nacht bei Zimmertemperatur 
gehalten. Sodann wird die Lésung unter starker Eiskiihlung und 
Turbinieren allmahlich mit 140 ccm Salpetersaure (spez. Gew. = 1,42 
= 69°/,) vermischt. Ein Zusatz von 1 bis 2 g Harnstoff zu der Saure soll 
die Einwirkung nitroser Siure verhindern. Die Filiissigkeit bleibt 
nun mindestens 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Es ist 
anzunehmen, daB die volle Nitrierung des Tyrosins und des Tryptophans 
nicht durchaus gleichzeitig verliuft. Das Verschwinden der Millon- 
reaktion kann zwar einen Hinweis auf die erfolgte Nitrierung des 
Tyrosins, nicht aber auf die gleichfalls komplette Nitrierung des ge- 


samten Tryptophans bieten. Die angegebene lingere Zeit der Salpeter- 


siureeinwirkung ist deshalb hier, wo die Nitrierung in Lésung erfolgt 


und um so mehr bei dem unten beschriebenen Vorgang nach Lieben. 


wo das ungeliste Protein durchnitriert werden soll, notwendig. 








ste 
Lé 
mit 
lés 
pro 
Nit 
Del 
Ver 
in | 
lauy 
haft 
keit 
von 
holt 
dart 
vera 
zur 
auf 
ein | 
Nitr 
imm 
habe 
wass 
léste 














Nitrierung und Jodierung des Globins. 175 


Die Temperatur des Nitrierungsgemisches soll 15° nicht iiber- 
steigen. Die tiber Brillant-Theorit abgesaugte véllig klare, dunkelgelbe 
Lésung wird unter starkem Riihren in das fiinffache Volumen einer 
mit Eisstiicken gekihlten, etwa ein Drittel gesiittigten Natriumsulfat- 
lésung (um einen Ausbeuteverlust durch die Léslichkeit des Nitro- 
produktes in der verdiinnten Saéure zu verhindern) eingegossen: das 
Nitroglobin fallt in dichten graugelben Flocken aus. Nach oftmaligem 
Dekantieren mit viel Wasser und griindlichstem Auswaschen bis zum 
Verschwinden der freien Salpetersiure (Reaktion mit Diphenylamin 
in konzentrierter Schwefelsiure) wird das Nitroglobin in 2 n Natron- 
lauge gelést und mit 2n Essigsdure ausgefallt, um etwa noch fest- 
haftende Salpetersiure zu entfernen. Auch hier ist, der leichten Léslich- 
keit des Nitroprodukts in verdiinnter Essigsiiure wegen, ein Zusatz 
von Natriumsulfat nétig. Die Umfallung wird zwei- bis dreimal wieder- 
holt ; die schlieBlich vollkommen salz- und saurefrei gewaschene Substanz 
darf keine Spur einer Salpetersiurereaktion mehr zeigen. Zur Weiter- 
verarbeitung wird das Nitroglobin als Paste unter Wasser aufbewahrt; 
zur Analyse wird es mit Aceton entwiissert, mit Ather gewaschen, 
auf Ton abgepreBt und im Exsikkatorvakuum getrocknet: es stellt 
ein hell graugelbes, staubfeines Pulver dar. Mit dem Produkt dieser 
Nitrierung sind die von Ottensooser und Strauss (20) geschilderten 
immunochemischen Versuche angestellt worden. In einigen Ansitzen 
haben wir das feuchte Globin vor der Nitrierung durch Aceton ent- 
wassert und die acetonfeuchte Substanz in Eisessig eingetragen: sie 
léste sich dann beim Zusatz der Salpetersiiure. 


b) Nitrierung in wasseriger Salpeterséure nach Lieben (16). 


10 bis 15g trockenen Globins werden mit 1/, Liter 20°, iger 
Salpetersaure iibergossen und bei haufigem Umschiitteln 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. [Unsere Nitrierséure, der 
wir stets etwas Harnstoff zusetzten, stellten wir durch Mischen von 
140 ccm konzentrierter Salpetersiure (spez. Gew. 1,42) und 420 ccm 
Wasser her. Die Saure hatte ein spezifisches Gewicht von 1,120, was 
einem Gehalt von 20 °, entspricht.] Die ungeléste gelbgefirbte Substanz 
wird von der Saure durch Absaugen auf Seidefiltern getrennt und 
griindlich ausgewaschen. Auch hier schlieBen sich, analog dem von 
Lieben angewandten Quellungsverfahren, zwei bis drei Umfillungen 
aus 2n Natronlauge mit 2n Essigsiure an. Das so gewonnene Nitro- 
globin unterscheidet sich in nichts von dem nach der ersten Methode 
erhaltenen Produkt. 


Das Nitroglobin lést sich in verdiinnter Natronlauge mit dunkler 
Orangefarbe, in verdiinntem Ammoniak etwas heller; in verdiinnter 
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Essigsiiure, wie auch in verdiinnter Salzsiure lést es sich leicht und 
fallt aus diesen Lésungen ganz analog dem Globin auf geringen Salz- 
zusatz aus. Aus der essigsauren Lisung kann es durch Dialyse ab- 
geschieden werden. Dialysiert man die natronalkalische Lésung des 
Nitroglobins, so scheidet sich aus der Lésung das Nitroglobin durch 
Zusatz weniger Tropfen verdiinnter Essigsaure aus, um sich im geringsten 
SaureiiberschuB sofort wieder zu lésen. In Natriumbicarbonat lost 
sich das Nitroglobin nur sehr langsam bei 37°, nicht aber in der Kilte : 
auch dies steht in Analogie zum Globin. Uber das Unléslichwerden 
des Nitroglobins in verdiinnten Sauren unter besonderen Bedingungen 
soll weiter unten in geeignetem Zusammenhang berichtet werden. 


Von den EiweiSreaktionen fallen bei dem Nitroglobin die Millon- 
Reaktion (Tyrosin), die Ehrlich-Neubauer- bzw. Voisenet-Reaktion 
(Tryptophan) und die Schwefelbleiprobe (Cystin) negativ aus; die 
Biuretreaktion ist nicht darstellbar (s. dariiber Aminoglobin). Die 
Diazoreaktion nach Pauly (Histidin) ist gegeniiber derjenigen des 
Globins unverandert stark positiv. 


Die Bestimmung des Gehalts an NO, durch Titration mit Zinn- 
chloriir ergab den Durchschnittswert von 1,44°,. Fir den Eintritt 
je einer Nitrogruppe in das im Globinmolekiil vorhandene Tyrosin 
und Tryptophan berechnet sich der Nitrowert zu 1,53°,, die Uberein- 
stimmung ist also eine gute. (Tabelle der Werte siehe im Analy- 
tischen Teil.) Die kolorimetrische Bestimmung des Tyrosins und 
Tryptophans im Nitroglobin nach der von uns modifizierten Methode 
von Tillmans, Hirsch und Stoppel ergab ebenfalls gute Resultate’. 


SOOO 0: 2 +s. gef.: 2.70%; ber.: 2,8%, 
Tryptophan . . . . gef.: 3,4 (3,3)%; ber.: 3,5%,. 


In der folgenden Tabelle geben wir einige Elementaranalysen des 
Nitroglobins wieder. 





Tabelle. 
Nr © H N S 
1 59,37 6,93 15,39 — 
2 50,38 7.0 15,16 0,59 
3 50,56 7,32 15,61 0,44 
4 -—— — 15,87 — 
5 —- — 15,45 _ 
6 _- _ 15,50 — 
Zum Vergleich Globin: 
54,97 7,2 16,89 0,42 0,59—0,60* 


* Vgl. dazu E. Kaiser (13) 


1 Uber die mit dieser Methode gemachten Erfahrungen berichten wi: 
in der folgenden Abhandlung. 
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Es soll nochmals darauf hingewiesen werden, daB die volle Er- 
haltung des Schwefelgehalts wie auch die mit der Theorie iiberein- 
stimmenden Nitrowerte den Beweis dafiir liefern, daB eine tiefer- 


‘ greifende Spaltung des Globinmolekiils bei der Nitrierung ebenso 


wenig stattgefunden hat, wie bei den anderen von Lieben untersuchten 
Proteinen; allerdings fallt die Abnahme an © und N auf. 


3. Reduktion des Nitroglobins. 

Das Nitroglobin ]aBt sich in der gleichen Weise, wie es Lieben (16) 
fiir das Nitrocasein beschrieben hat, zu einem Aminoglobin reduzieren 
(wobei die beiden neuen Aminogruppen natiirlich aromatische sind, 
da sie dem Nitrotyrosin und dem Nitrotryptophan entstammen). 

Die Nitroglobinpaste wird in destilliertem Wasser aufgeschwemmt, 
durch Zusatz von 5cem 2n Natronlauge gelést und mit kleinen 
Portionen von Natrium-hydrosulfit in Substanz versetzt. Unter Um- 
schiitteln und gelindem Erwiarmen tritt die Reduktion ein: die dunkel- 
rote Farbe der Lésung schlagt nach Hellbraun bis Gelb um. Die Ab- 
scheidung des Aminoglobins erfolgt durch Halbsittigung des 
Reaktionsgemischs mit Ammonsulfat. Die Substanz wird mit halb- 
gesattigter Ammonsulfatlésung griindlich gewaschen, in wenig Wasser 
gelést und ausdialysiert. Die reine wisserige Lésung zeigt eine stark 
positive Reaktion nach P. Ehrlich (mit salzsaurem p-Dimethylamino- 
benzaldehyd) auf aromatische Amine, die aber rasch verschwiadet, 
wenn man die Substanz vorher kurze Zeit mit Mineralsiure behandelt 
hat; es gelingt, die Substanz zu diazotieren und durch Kuppelung 
mit Resorcin oder 8-Naphthol in — allerdings nur farbschwache — rote 
Farbstofflésungen tiberzufiihren. Am reinen Aminoglobin ist die Biuret- 
reaktion wieder in voller Starke darstellbar. 


4. Die Biuretgruppen des Nitroglobins. 


Blum und Vaubel, sodann Blum und Strauss haben gezeigt, daB 
bei der Alkalispaltung der Jodproteine ein biuret-positiver und ein 
biuret-negativer Anteil gebildet wird; dazu kam noch der Befund der 
letzteren, daB unter besonders schonenden Bedingungen der Jodierung 
(Ammoniak) auch dem zweiten Anteil des Molekiils seine Biuretreaktion 
erhalten bleibt. Das Wiedersichtbarwerden der Biuretreaktion am 
Aminoglobin veranlaBte uns, diese Befunde an den beiden geschilderten 
Globinderivaten zu iiberpriifen. Zu diesem Zwecke wurde eine grébere 
Menge des Nitro- bzw. Aminoglobins in 500 ccm 5°,iger Natronlauge 
gelést und 4 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt; nach dem 
Erkalten wurden die Lésungen mit 2 n Schwefelsiure angesiuert und 
die Biuretreaktionen, sowohl des braunen, melaninartigen Nieder- 
schlags, wie des klaren Filtrats, gepriift. Sowohl bei dem Nitroglobin, 

Biochemische Zeitschrift Band 211. 12 








178 H. Bauer u. E. Strauss: 


wie bei dem Aminoglobin blieb die Reaktion des Niederschlags negativ ; 
die des Filtrats beim Aminoglobin jedoch war positiv. Auch die Re- 
duktion des aus Nitroglobin gewonnenen siurefallbaren Produkt: 
ergab kein Positivwerden der Biuretreaktion. Wir haben diese Be- 
obachtung tiberdies nech an einem Nitro- bzw. Aminocasein (Lieben) 
kontrolliert und bestiatigt. Es liegen demnach bei der Nitrierung 
eines Proteins in bezug auf die von Blum so genannte II. Biuretgruppe 
die gleichen oder ahnliche Verhialtnisse vor, wie bei der Jodierung 
in bicarbonatalkalischer Lésung. Die einmal veranderte Gruppierung 
erweist sich auch durch Reduktion als nicht mehr restituierbar. 


56. Jodierung des Globins. 


Bevor wir dazu iibergingen, den Versuch einer Jodierung des 
Nitroglobins zu machen, haben wir am Globin selbst die Methode 
der Jodierung in ammoniakalischer Loésung, die von Strauss und 
Griitzner an diesem Protein nicht vorgenommen worden ist, ausprobiert 
Wir verwendeten zur Jodierung sowohl Glcobin aus Pferdehimoglobin, 
wie aus Maultierhimeglobin, beides in ausdialysierten Lésungen von 
etwa 2°, Proteingehalt. 

200 ccm der Globinlésung werden mit 10 ccm konzentrierten, 
wisserigen Ammoniaks versetzt; dann wird bei Zimmertemperatur 
unter starkem Turbinieren so lange n/10 Jodlésung zutropfen gelassen, 
bis eine deutliche Jcdfarbung mindestens eine Viertelstunde bestehen 
bleibt und eine entnommene Prcbe des Jodierungsprodukts (gefallt 
und griindlich mit heiem Wasser jcd- und ammoniakfrei gewaschen) 
keine Millonreakticn mehr zeigt. Die Jedierung wird auch erreicht, 
wenn man in Wasser suspendierten Jcdstickstoff portionenweise in die 
verdiinnt ammoniakalische Glcbinlésung eintragt. Um das eingetretene 
NH-Jed segleich zu entfernen, wird das Jodglobin unter Salzzusatz 
mit schwefliger Saiure abgeschieden und sodann noch mehrfach aus 
alkalischer Lisung mit der gleichen Saure umgefallt, bis im Filtrat 
kein Jcd mehr nachweisbar ist (Nitritprobe). Die Ausfallung kann 
hierbei scwchl durch Einleiten ven Schwefeldioxyd, wie durch Zusatz 
ven Natriumbisulfit und 2 n Schwefelsaure erfolgen. Ein Zusatz von 
Natriumeulfat ist stets nétig. Das hellgraue Produkt ist, salzfrei 
gewaschen, in verdiinnter Essigsaure leicht, in verdiinnter Salzsiure 
etwas schwerer léslich und erweist sich in seinen reaktiven Eigenschaften 
als den von Blum und Strauss beschriebenen ammoniak-jodierten 
Substanzen analcg: die Millonrcakticn ist negativ, die Schwefelblei- 
prcbe sehr schwach, die Ehrlich Neubauer-Probe sehr stark positiv. 
die Diazcreakticn auf Histidin ist pcsitiv. Bei dieser Jodierung tritt 
scgleich sehr viel durch schwetlige Saure abspaltbares Jod ein, und 
zwar mehr, als Blum und Strauss bei der ammoniakalischen Jodierung 
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anderer Proteine beobachtet haben. Wir haben in diesem Falle die 
sogenannte A-Zahl nicht bestimmt; unsere Jodbestimmungen der von 
NH-Jod véllig befreiten Substanz ergaben 7,7°, Jod, d. h. einen 
Wert, der dem von Strauss und Griitzner gefundenen entspricht. 


Wir haben ferner einen Versuch zur Jodierung des Globins in saurer 
Lésung (nach dem urspriinglichen Vorgang von Hofmeister) gemacht. Das 
Globin wurde in 50° iger Essigsiure gelést und die Lésung mit 1 g Jod- 
siure und 100cem einer konzentrierten Jodeisessiglésung versetzt; das 
Gemisch wurde zunachst bei 37° digeriert, dann iiber Nacht im Ejisschrank 
stehengelassen; bereits nach 3 Stunden war die Millonreaktion negativ 
geworden. Die Fliissigkeit wurde dann mit dem vierfachen Volumen Wasser 
verdiinnt, mit Eis gekiihlt und durch 2n Natronlauge vorsichtig alkalisch 
gemacht. Nach Hinzufiigung von einigen Kubikzentimetern N-Thiosulfat- 
lésung wurde das jodierte Globin mit 2n Essigsdéure in grauweiBen Flocken 
ausgefallt. Diese Substanz zeigte nach Umfallung und Reinigung einen 
Jodwert von nur 9,6%. Die aus diesem Produkt durch SO,-Einwirkung 
erhaltene B-Substanz zeigte einen Jodwert von 7,9°%, der den bisher 
erhaltenen Werten wiederum entspricht. 


3,5-Dijodtyrosin. 

Wir haben gelegentlich Tyrosin nach der eben geschilderten Methode 
jodiert. 4,5 g Tyrosin (= '/y Mol) wurden in 100 cem Wasser und 60 cem 
konzentrierten Ammoniaks gelést, filtriert und bei starker Eiskiihlung 
unter Turbinieren tropfenweise mit 100ccm n Jodlésung (berechnete 
Menge = 4 Atome Jod) versetzt. Das Jod verschwand sofort, und die 
Lésung farbte sich ohne jede Ausschgidung rotgelb; sie wurde mit schwefliger 
Saure zuerst neutralisiert und dann mit einem ganz geringen SO,-Uberschu8 
schwach kongosauer gemacht; hierbei trat im Kaltegemisch eine reichliche 
Kristallisation fast reinen Dijodtyrosins auf; aus der Mutterlauge konnte 
durch Einengen noch ein weiterer Anteil gewonnen werden. Die Ausbeute 
an dem schwach gelblich gefairbten Dijodtyrosin betrug 6g. Die Schmelz- 
punktbestimmung ergab einen Schmelzpunkt von 202° unter Zersetzung 
(Wheeler 196 bis 205°, Abderhalden 213°, Oswald 204°). 

Versuche, ein nach Johnsons Angaben dargestelltes Mononitrotyrosin 
zu jodieren, um das fiir uns wichtige Analogon zu Zeyneks (28) Bromnitro- 
tyrosin zu gewinnen, haben bis jetzt nicht zum Ziele gefiihrt. 

Es sei hier bemerkt, daB 20°%ige Salpetersiure bereits bei Zimmer- 
temperatur aus dem Dijodtyrosin fast alles Jod frei macht, wahrend dies 
beim Jodglobin nicht der Fall ist; bei diesem Jodprotein tritt unter Ein- 
wirkung verdiinnter Salpetersiure abgespaltenes Jod in ganz geringer 
Menge erst beim Erwarmen auf. Es scheint daraus hervorzugehen, daB 
die Jodbindung im Protein bedeutend fester ist als diejenige an der freien 
jodierten Aminoséure. Diese Beobachtung ist wichtig zur Beurteilung 
des von uns dargestellten Nitrojodglobins. 


6. Jodierung des Nitroglobins. 


a) Jodierung in Bicarbonat. 


Die Einfiihrung des Jods in das Nitroglobin gelingt nach der 
Methode von Blum und Vaubel in der von Blum und Strauss angegebenen 


12* 
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Modifikation. Die feuchte Nitroglobinpaste wird in der drei- bis vier- 
fachen Menge Wasser verteilt und mit — héchstens — 3g reinsten 
(sodafreien) Natriumbicarbonats versetzt; dabei tritt Gelbfarbung der 
suspendierten Substanz, aber noch nicht Lésung auf; diese erfolgt 
erst — mit goldgelber Farbe — allmahlich durch Digerieren bei 37°. 
Um jede Spur von Soda zu entfernen, wird Kohlenséure in die klare 
Lésung eingeleitet und sodann unter Riihren n/10 Jodlésung in geringem 
Uberschu8 zugesetzt. Das Gemisch bleibt dann iiber Nacht bei 37° 
im Brutschrank; die noch freies Jod enthaltende, klare Fliissigkeit 
wird abgekiihlt, das tiberschiissige Jod durch einige Kubikzentimeter 
n/10 Thiosulfatlésung gebunden und die Jodsubstanz durch 2 n Essig- 
siure (unter Zusatz von Natriumsulfat) ausgefallt (Jodnitroglobin A,). 
Die durch mehrfaches Dekantieren sowie Waschen auf dem Filter von 
anhaftendem Jodalkali befreite Substanz wird noch zweimal aus 
n/10 Natronlauge mit Essigsiure umgefallt und schlieBlich mit 80°, igem 
Aceton so lange digeriert, bis das Filtrat véllig farblos wird und keinerlei 
Jod in irgend einer Form mehr enthalt. Dann wird die Substanz in 
der tiblichen Weise mit Aceton und Ather getrocknet. 


b) Jodierung in Ammoniak. 

Die in Wasser verteilte Nitroglobinpaste wird mit so viel kon- 
zentrierter Ammoniaklésung versetzt, als eben zur glatten Lésung 
der Substanz geniigt. Zu der in starker Eiskiihlung (bis etwa -+ 1°) 
gehaltenen Lésung wird unter Turbinieren n/10 Jodlésung tropfenweise 
zugesetzt, wobei gleichzeitig Ammoniak in Mengen von je 1 ccm zu- 
gegeben wird, jedoch nicht mehr, als héchstens 5 ccm im ganzen. Sobald 
das Jod nicht mehr sofort verschwindet, wird noch ein maBiger Uber- 
schuB desselben — etwa 10ccm — zugegeben, und dann wird das 
Reaktionsgemisch iiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen. Zur 
Beendigung der Reaktion wird der Jodiiberschu8 mit n/10 Thiosulfat- 


lésung entfernt und die Substanz, wie unter a) angegeben, aufgearbeitet. 


c) Gewinnung der B-Substanz durch schweflige Saure. 

Die Lésung der maximal jodierten Substanz, das urspriingliche 
Reaktionsgemisch der Jodierung, wird in derselben Weise weiter 
verarbeitet, wie dies fiir das Jodglobin B beschrieben ist ; im vorliegenden 
Falle aber arbeitet man besser stets unter Kiihlung und schaltet eine 
besondere Umfillung aus aceton-alkalischer Lésung mit 2 n Essigsaure 
ein, um stérende Spaltprodukte sicher zu entfernen. Es hat sich hier 
gezeigt, da zur Erreichung des Endpunktes sehr viele Behandlungen 
mit schwefliger Siiure nétig waren; denn nach den ersten zwei bis drei 
Umfiallungen, die sehr groBe Mengen abgespaltenen Jods ergaben, 
verblieben immer noch geringe Mengen Jod, die erst nach der achten 
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bis zehnten Umfallung restlos verschwanden. Die definitive Reinigung 
und Trocknung nach einer letzten Fillung mit 2n Essigsiure ergibt 
das Jodnitroglobin B als hellockergelbe Substanz, die sich in Eisessig 
fast farblos lost und aus dieser Lésung durch Ammonsulfat sowie durch 
vorsichtiges Neutralisieren mit Ammoniak fiallbar ist. Sie ist ferner 
in n/10 Salzsaure in der Warme ldéslich. Ebenso wie A-Substanzen, 
gibt diese B-Substanz keine der allgemeinen Proteinreaktionen mit 
Ausnahme derjenigen auf Histidin. 


Die Jodbestimmungen ergaben: 


Jodnitroglobin A, (bicarbonatjodiert). . . . . 9,6% Jod 
- A, (ammoniakjodiert). . . . . 112% ,, 
bs Be hein ie : sae SP. « 


(vgl. den Analytischen Teil.) 


7. Nitrierung des Jodglobins. 


Um festzustellen, ob im Jodglobin das Tryptophan noch fahig 
sei, eine Nitrogruppe aufzunehmen und ob, wie bei der Nitrobestimmung 
am Jodnitroglobin, eine solche auch hier beweisen wiirde, daB das 
Jodglobin nicht gespalten ist, haben wir das Jodglobin (aus der Jo- 
dierung in ammoniakalischer Lésung) nitriert. Uber die Méglichkeit 
dieses Vorgangs ohne Schadigung des Jodgehalts orientierte uns dieser 
Versuch ebenfalls (vgl. Dijodtyrosin). Die Substanz wurde in Eisessig 
gelést und diese Lésung genau so behandelt wie wir es fiir die Nitrierung 
des Globins beschrieben haben. Fillung und Reinigung erfolgten ebenso 
wie dort angegeben; die Mutterlauge der Substanz wies nur minimale 
Spuren abgespaltenen Jods auf. 


Eine Nitrobestimmung an dem so gewonnenen Nitrojodglobin 
ergab den erwarteten Wert fiir die ungespaltene, nur am Tryptophan 
nitrierbare Substanz: 0,75°, NO, (berechnet 0,73 °%,). 


8. Darstellung des Nitro-Ovalbumins. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des Nitro-Ovalbumins 
diente uns das aus frischem Eierklar nach bekannter Methode gewonnene 
Albumin. Das Weife von 20 Eiern wurde zu 2 Liter Wasser gelést und 
die Flissigkeit nach starkem Umquirlen mit konzentrierter Ammon- 
sulfatlésung auf Halbsittigung gebracht. Das klare Filtrat wurde 
sodann mit der eben zureichenden Menge n/10 Schwefelsiure angesiuert, 
das abgeschiedene Albumin abfiltriert, in wenig destilliertem Wasser 
gelést und salzfrei dialysiert. Aus der nochmals filtrierten Lésung 
wurde das Albumin durch Zusatz von Aceton im Verhiltnis 1:1 und 
einigen Kubikzentimetern 2n Essigsiure ausgeschieden, abfiltriert 
und nach griindlichem Auswaschen aus Aceton und Ather zu einem 
feinen weifen Pulver getrocknet. Ein Teil, der zur Tryptophan- 
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bestimmung diente, wurde bei 100° getrocknet und ergab einen Trypto- 
phanwert von 2,25 °, eine Zahl also, die mit den von Fiirth und Lieben (7) 
erhobenen Befunden iibereinstimmte. 


Zur Nitrierung bedienten wir uns der Methode von Lieben (16). 
20 g trocknen Ovalbumins wurden mit 1 Liter 20°, iger Salpetersiure 
30 Stunden lang (bis zum vollkommenen Verschwinden der Millon- 
reaktion) bei Zimmertemperatur digeriert; die goldgelbe, sehr leicht 
filtrierbare Nitrosubstanz wurde griindlich ausgewaschen, in Wasser 
fein zerrieben, in 2 n Natronlauge gelést und mit 2 n Essigsaure wieder 
ausgefallt. Lésung und Fallung wurden unter Einschaltung mehr- 
fachen Dekantierens mit viel Wasser dreimal wiederholt; die Substanz 
war, als sie keine Spur einer Reaktion auf Anhaften der Salpetersaure 
mehr zeigte. in Wasser kolloidal verteilbar. Das Nitro-Ovalbumin zeigte 
sich in Natriumbicarbonat leicht léslich, desgleichen in mabig ver- 
diinnter Essigsiiure sowie in Eisessig und in konzentrierter Salzsaure, 
unléslich dagegen in verdiinnter Salzsiure. Die Probe nach Molisch 
(Kohlehydrat) fiel stark positiv aus. Die Substanz ergab bei der 
NO,-Bestimmung die Werte 1,44 und 1,45°%, (berechnet 1,46 °%,). 


9. Léslichkeit der substituierten Proteine in Sduren; Verhalten gegen Pepsin- 
salzsdure. 

Die Beobachtungen, die Strauss an jodierten Proteinen und Strauss 
und Griitzner speziell am Jodglobin beziiglich deren Angreifbarkeit 
durch Pepsinsalzsiure gemacht haben, wiederholten wir an einer Reihe 
von Priaparaten eigener Darstellung. Wir haben dabei einige Befunde 
iiber die Léslichkeit bzw. Unléslichkeit des einfach und doppelt sub- 
stituierten Globins erhoben. Es hat sich gezeigt, 


1. daB das in Ammoniak jodierte Jodglobin (7,6°,, Jod) seine Lés- 
lichkeit in 2n Essigsiiure oder n/10 Salzsiure verliert, sobald es in 
Wasser suspendiert, 2 bis 3 Stunden auf 70° erhitzt worden ist; das 
gleiche gilt fiir das Nitroglobin und fiir das Jodnitroglobin B (5,9°,, 
Jod); ferner wird das Nitroglobin in verdiinnter Essigsiure unldslich, 
wenn es mit 2n Schwefelsaure vorbehandelt worden ist; 


2. daB das Jodglobin B, aus bicarbonat-alkalischer Lésung gewonnen, 
seine Aufspaltbarkeit durch Pepsinsalzsiure nach dem Erhitzen auf 
70° verliert, daB dagegen das Jodglobin aus ammoniakalischer Jodierung, 
das Nitroglobin und das Jodnitroglobin B auch nach dem Erhitzen 
fiir das Enzym angreifbar bleiben; 

3. daB die A-Substanzen — also Jodglobin A (11,4°,) und Jod- 
nitroglobin A (11,2 °%,) — gegen Pepsinsalzsiure gesperrt sind (analog 
Jodglobulin A und Jodovalbumin A). Wir unterscheiden demnach 


3 Formen veranderter Léslichkeiten: 
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Hitzesperre gegen verdiinnte Sdure bei allen Substanzen, 
Hitzesperre gegen Pepsinsalzsiure nur bei dem Jodglobin B 
aus Bicarbonat. 
3. Jodsperre gegen Pepsinsalzsdiure bei allen A-Substanzen. 
Unsere Versuche fassen wir im folgenden tabellarisch zusammen. 
Wir verwendeten zu den einfachen Lésungsversuchen an trockenen 
Substanzen bei 37° 2n Essigsiure und n/10 Salzsiure, zu den Ver- 
dauungsversuchen benutzen wir eine 144°,ige Lésung von trocknem 
Pepsin ( Witte) in 0,3°,,iger Salzsaure. i Versuch angewandt wurde 
jeweils 1 g Substanz mit 15 cem der lésenden Fliissigkeit unter Toluol. 
Die Pepsinsalzsiure wurde stets mit einem Fibrin-Kontrollversuch 
angesetzt. 


la. Verhalten gegen verdiinnte Saéuren (gegen 2n Essigséure oder n/10 





Salzséure). 
Substanzen Nicht erhitzt 2 Std. bei 70° vorbehandelt 
Jodglobin B.... ¢ Sale 3 gelost ungelost 
Jodglobin (Ammoniak) a ee » - 
Nitroglobin “hs > | ‘ nach 5 Std. 
Jodnitroglobin B. . ...... ‘a * 
Globin (Vergleich). ...... . gelost 





Aus diesen Lésungen fallen die betr. Substanzen auf Zusatz von 
1 cem konzentrierter Kochsalzlésung (vgl. dazu Gldassner) (9) unverindert 
wieder aus, ebenso beim genauen Neutralisieren. 

Nitroglobin als feuchte hellgelbe Paste, wurde mit einigen Kubik- 
zentimeter 2n Schwefelsiure verrieben, wobei die Farbe nach Grau 
umschlug; sodann wurde die Substanz bis zum volligen Verschwinden 
der Congoreaktion gewaschen. Sie hatte nun ihre Léslichkeit in 2 n 
Essigsaiure verloren, war aber in Eisessig noch léslich. 


lb. Verhalten gegen Pepsinsalzsaure. 








Substanzen Nicht erhitzt 2 Std. bei 70° vorbehandelt 
Jodglobin B. . . ke Seis gelist ungeldst 
Jodglobin (Ammoniak) . oe . gelost 
Nitroglobin re * a nach 5 Std. 
Jodnitroglobin B. . . ” - 
Globin (Vergleich) pg a » 


Auf Zusatz von konzentrierter Kochsalzlésung erfolgte hier keine 
Fallung mehr; das Jodnitroglobin léste sich etwas langsamer als die 
anderen Substanzen; aus seiner Liésung konnte durch 2/,-Sittigung 
mit Ammonsulfat (nach 12stiindiger Digestionsdauer) Albumosen ab- 
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geschieden werden, in denen sowohl NO, wie Jod nachweisbar waren. 
In keinem Falle fanden wir in den mit Phosphorwolframsaure eiweibfrei 
gemachten Filtraten abgespaltenes Jod. 


2. Pepsinsperrung durch NH-Jod. 





Nr. Substanzen Digestionsdacer Ergebnis 
Std. 

1 Jodglobin A 5 ungelost 
2 a ren he he 5 Ue 24 Spur gelést 
3 Jodnitroglobin Ag (11,2% J) 5 ungel st 
4 ‘ OR 4 5 jn 

5 “ 5 ” 

6 = 24 Spur gelést 
7 Jodeuglobulin A 24 ungelist 
8 24 4 


” 


Ill. Analytischer Teil. 


1. Bestimmung des Tryptophangehalis. 
a) Globin. 


Zur Bestimmung des Tryptophangehalts bedienten wir uns der von 
Fiirth und Mitarbeitern angegebenen Vorschrift. Diese Forscher haben 
die von Voisenet aufgefundene violette Farbreaktion, die das Tryptophan 
in stark saurer Lésung mit Formaldehyd und Natriumnitrit liefert, zu 
einer quantitativen Methode ausgearbeitet. Wir fanden diese Methode 
bequemer und genauer als die neuerdings von Tillmans und Alt (26) emp- 
fohlene. 

Wir benutzten nach dem Vorgang von Fiirth und Dische (5) als Standard 
Casein, dessen Tryptophangehalt zu 1,7°% angenommen wurde. In einigen 
Punkten wichen wir von der Vorschrift dieser Autoren ab. Die Ausfiihrung 
der Voisenetreaktion mit 5°%iger Proteinlésung ergab eine fiir den kolori- 
metrischen Vergleich zu kraftige Violettfarbung. Wir gingen deshalb von 
2,5°,igen Lésungen aus. 

Das Casein lésten wir nicht, wie Fiirth und Dische angeben, in 30 °,iger 
Kalilauge, sondern wir zerrieben 0,5 g in einem graduierten Reagensglas 
mit etwa 4ccm Wasser unter ganz gelindem Erwarmen, brachten es mit 
wenigen Tropfen 2n Natronlauge in Lésung und fiillten auf 20cem aut. 


Hierdurch vermieden wir bei dem nachfolgenden Anséuern mit starker 


Salzséiure die Abscheidung von Kaliumchlorid und ersparten die Filtration. 


Das im Vakuum getrocknete Globin wurde mit Eisessig und etwas Wasser 


in Lésung gebracht. 

Die Messungen wurden mit Globinen ausgefiihrt, die teils aus Merck- 
schem Hamoglobin, teils aus von uns selbst aus frischen gewaschenen 
Pferdeblutkérperchen dargestellten Hamoglobin gewonnen waren. Wi! 
erhielten folgende Werte: 3,4, 3,3, 3,54, 3,4, 3,62%* 


Eine andere Messung wurde mit einer dialysierten Globinlésung aus- 


gefiihrt, deren Gehalt durch eine Kjeldahlbestimmung zu 1,14% bestimmt 


wurde. Diese Messung ergab folgende Werte: 3,58, 3,74, 3,54, 3,72, 3,49. 


3,46 %. 
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Der Durchschnitt dieser Werte ergibt fiir Globin einen Tryptophan- 
gehalt von 8,55%. 

Kiyotaki (14) hat fiir Globin Tryptophanwerte, die zwischen 3,1 und 
3,8°% schwanken, im Durchschnitt 3,6°,, gefunden. Es sei angemerkt, 
daB geringe Beimengungen von Aceton den Eintritt der Voisenetreaktion 
verhindern; wir beobachteten dies, als wir acetonfeuchtes Globin zu Vor- 
proben anwandten. 

, b) Ovalbumin. 

Eine nach der gleichen Methode ausgefiihrte Tryptophanbestimmung 
in reinem Ovalbumin (s. vorher) ergab einen Tryptophangehalt von 2,24°,. 

Fiirth und Dische fanden fiir kaéufliches Ovalbumin 1,8°, Fiirth und 
Lieben (7) 2,3 bis 2,6°% Tryptophan. 


c) Pseudoglobulin. 
In reinem Pseudoglobulin wurde der Tryptophangehalt zu 4,3 °%, 
bestimmt (Durchschnitt aus 4,5 bis 4,6 bis 3,8 bis 4,3). 
Firth und Dische geben fiir Globulin 3,0°% an, Fiirth und Lieben 4,4°%. 
Dieser letztere Wert wird durch unseren Befund bestatigt. 


2. Bestimmung der Nitrogruppen. 


Nach der von Limpricht zuerst angewendeten und von Desvergnes 
modifizierten Methode wird die Substanz mit iiberschiissiger salzsaurer 
Zinnchloriirlésung erhitzt. Das nicht verbrauchte Zinnchloriir wird mit 
Jodlésung zuriicktitriert. Dieses Verfahren hat auch Lieben (16) zur Be- 
stimmung der Nitrogruppen in Nitroproteinen benutzt. 

Wir verfuhren in folgender Weise: 0,5 bis 1,0 g Nitroglobin wurden in 
einen mit eingeschliffenem RiickfluBkiihler versehenen 500 cem-Kolben 
eingewogen, mit Alkohol durchfeuchtet und mit 5cem einer Zinnchloriir. 
lésung versetzt, die durch Auflésen von 40g Zinnchloriir pro anal. in 
200 cem Salzsiure (spezifisches Gewicht 1,12) hergestellt war. Nach Zusatz 
von 10 ccm Salzséure (spezifisches Gewicht 1,12) wurde der Kiihler auf- 
gesetzt und durch ein Glasrohr, das durch den Kiihler hindurch bis in die 
Mitte des Kolbens reichte, Kohlendioxyd in langsamem Strome etwa 
20 Minuten eingeleitet. Dann wurde zu gelindem Sieden unter anfanglich 
haufigem Umschwenken erhitzt, wobei die Substanz in Lésung ging. Nach 
einer Stunde wurde das Erhitzen unterbrochen und im Kohlendioxydstrom 
abkiihlen gelassen. Das Einleitungsrohr und der Kiithler wurden mit Wasser 
in den Kolben hinein abgespiilt, der Kolbeninhalt in einen MeBkolben von 
250 ccm quantitativ iibergefiihrt und dann wurde bis zur Marke aufgefiillt. 
Die Lésung war schwach gelblich gefarbt und durch gebildetes Melanin 
schwach getriibt. 50ccm dieser Lésung wurden mit etwas Starkelésung 
versetzt und mit n/10 Jodlésung bis zur Blaufarbung titriert. 

leem verbrauchte n/10 Jodlésung entsprechen 








46,01 
———_. — (0,000 76 NOg. 
6.10000 ~ 920007678 NO, 
Der Sicherheit halber wurden Kontrollanalysen ausgefiihrt : 
ee) “Substanen 4 t(‘«‘(U«ARBeWandt:«=|~CGefunden Berechnet 
; 8 g g 5 

m-Dinitrobenzol ....... 0,0200 0,0112 0.0110 
p-Nitropbenol ........ 0,0240 0,0079 | 0,0079 


Mononitro-tyrosin . ..... 0,9187 0,0036 0,0038 
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NO,-Werte fiir Nitroglobin. 





Nr. Ausgangsmaterial Darstellung — = _— 
lo 

81 Maultierglobin LEisessig-Salpetersiure | 0,8760 0,0114 1,30 

81 i 0,9674 0,01383 1,37 
133 Pferdeglobin x 1,1412 0,0150 1,31 
146 s ‘ 1,0274 0,0148 1,44 
146 ‘ * 1,9870 0,0286 1,44 
148 - . 0,9909 0,0136 1,37 
157 * - | 1,0656 0,0174 1,63 
131 s wasserige Salpetersiure  0,4834 0,0067 1,38 
133 ta ‘ 1,0272 0,0137 1,33 
145 * ot 0,5123 0,0077 1,50 
145 x m 0,9153 0,0161 1,76 
153 a “ 0,4945 0,0080 1,62 
153 | ‘A _ 1,0628 0,0143 1,35 
153 ‘ * 2,0340 0,0281 1,38 


Durchschnitt: 144%. Berechnet: 1,58 %. 


Berechnung des NO,-Gehalts des Nitroglobins. Globin enthalt 3,0°, 
Tyrosin (Mol 181) und 3,5°, Tryptophan (Mol 204). Tritt in das Tyrosin 
wie in das Tryptophan je eine Nitrogruppe (Mol 46) ein, dann nehmen 
8,09 Tyrosin 3,0. 46/181 = 0,76g NO,, 3,5g Tryptophan 3,5. 46/206 
= 0,79g NO auf. 

Aus 100g Globin entstehen 101,55 g Nitroglobin, diese enthalten 
153% NOQg. 

’ NO,-Wert fiir Jodnitroglobin. 





Angewandt 


Gefunden 
g = = = 
0.4638 0,0059 ¢g = 1.27% NO, 
0,4610 0,0059g = 128% , 


Berechnung des N O,-Gehalts des Jodnitroglobins. Jodnitroglobin entha!t 
5.9% Jod. 106,8cem Jodnitroglobin entsprechen also 100 g Nitroglobin, 
die 1,53g NO, enthalten. Fiir Jodnitroglobin berechnen sich demnach 
1,43% NO,. 

Jodwasserstoff war bei der Behandlung mit Zinnchloriirlésung nicht 
abgespalten worden. 250ccem der Lésung wurden mit Eisenchlorid im 
Uberschu8 versetzt und unter Vorlage von Jodkaliumlésung destilliert. 
Es ging keine Spur Jod iiber. Auch durch Nitrit wurde kein Jod frei gemacht. 


NO,-Wert fiir Nitrojodglobin. 





Angel ae ‘aie 
0,5870 0,0044 g = 0,75 % 


Dieser Befund zeigt an, daB bei der Nitrierung des Jodglobins B nur 
eine Nitrogruppe eingetreten ist, die ihren Sitz am Tryptophan hat. Das 
jodierte Tyrosin hat keine Nitrogruppe mehr aufgenommen. 
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Jodglobin B enthalt nach der Theorie 7,77°, Jod. 108,42g¢ Jodglobin B 
entsprechen also 100g Globin. Diese nehmen am Tryptophan 0,79 g NO, 
auf. 108,42 g Jodglobin B gehen also in 109,21 g Nitrojodglobin iiber; 
fiir dieses berechnen sich 0,72°, NOg. 


NO,-Wert fiir Nitro-Ovalbumin. 





Angewandt 


Gefunden 
8 
0.5171 0,0075 g NO, = 1,45% 
0,5198 0,0075g NO, = 144% 


Berechnung des NO,-Gehalts. Ovalbumin enthalt 3,8°, Tyrosin und 
nach unserer Bestimmung 2,25°, Tryptophan. 3,8g Tyrosin nehmen 
0.97 g NO, auf, 2,25g Tryptophan 0,51g NO,. Aus 100g Ovalbumin 
entstehen demnach 101,48 g Nitro-Ovalbumin, fiir das sich ein Gehalt von 
1,46°, NO, berechnet. 


Dieser Wert stimmt mit den gefundenen iiberein. 


in 3. Jodbestimmung. 

mn 

6G Zur Bestimmung von kleineren und sehr kleinen Mengen Jod in EiweiB- 
substanzen, wie sie beispielsweise in der Schilddriise vorkommen, ist eine 

- zuverlissige Methode von Blum und Griitzner (1) ausgearbeitet worden. 


Diese Methode wurde bei einem Teile unserer Analysen in der Form, 
wie sie von £. Strauss in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 
Abt. I, Teil 3, 8S. 837 (1921) beschrieben ist, benutzt. 


Eine Beschleunigung und Vereinfachung des Analysenganges bei 
ausreichender Genauigkeit erreichten wir, indem wir unter Beibehaltung 
der Veraschungsmethode mittels Alkalischmelze die Oxydation des Jods 
zu Jodséure mit Chlor ausfithrten, eine Methode, die von Hunter (12) be- 
schrieben und mit einigen Modifikationen von uns als brauchbar befunden 

alt wurde. 
ch Wir verfuhren in folgender Weise : 
Nachdem die Substanz (0,2 bis 0,3 g) durch Schmelzen mit Soda und 
cht Atznatron unter Zusatz von etwas Salpeter zerstért ist, wird die Schmelze 
= in heiBem Wasser gelést und in einem Jenaer Stehkolben von 2 Liter iiber- 
art. gefiihrt. Man kiihlt nun mit kaltem Wasser ab und setzt in einem Zuge 
sht. 00 cem frisch dargestelltes, gesaittigtes Chlorwasser unter Umschwenken, 
dann sofort 250 ccm Phosphorséure 1,12 pro Analyse zu. Nach Zugabe 
von Talkum erhitzt man zum Sieden, um alles iiberschiissige Chlor zu 
verjagen, wozu etwa | bis 2 Stunden in kraftigem Sieden erhalten werden 
muB. (Probe mit Jodkaliumstarkepapier.) Dann gibt man etwa 2¢ 
Ammoniumsulfat zu, um Reste von vielleicht noch vorhandenem Nitrit 
zu zerstéren, 148t noch 15 Minuten kochen und kithlt dann ab. Nunmehr 
werden einige Kristalle Kaliumjodid in den Kolben gegeben; hierbei wird 
Jod frei, das nach Zugabe von Starkelésung mit n/10 Thiosulfatlésung 
nur titriert wird. Da die sechsfache Menge des in der Substanz vorhandenen 
Das Jods in Erscheinung tritt, entspricht 1 cemn/10Thiosulfatlésung = 0,01269/6 
= 0,002115 g Jod. 
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In einem Jodeuglobulin, das nach der Methode von Blum und Griitzner 
einen Jodgeha!t von 6,53 und 6,57° ergeben hatte, fanden wir nach der 


eben beschriebenen Methode 6,53 und 6,54 °%. 


Auf den folgenden Tabellen verzeichnen wir die fiir Jodglobin, Jod- 


nitroglobin A und Jodnitroglobin B gefundenen Jodwerte. 


Tabelle I. 


Jodglobin, in Ammoniak jodiert. 





Vers ; : dhisiahiiniitts . Jod 

such Material Substanz gefunden | Jod 
Nr. g mg | Op 
1a Pferdeglobin 0,2559 19,89 7,7 
1b . 0,2529 20,10 7,9 
2a  Maultierglobin 0,2612 19,89 7,61 
2b 2 0.2660 20,50 7,7 
Ba Pferdeglobin 0,1342 10,18 7,65 
3b 0,3088 AgJ = 0,0438 g 7,67 


Durchschnittswert: 7,7%. B-Zahl nach Strauss-Griitzner: 7 


Tabelle Ila. 


Die A-Zahl des Jodnitroglobins, bicarbonatjodiert. 


Bemerkung 


Cl.-Methode 


Cartus 


o/ 
6%. 





Angewandte 
Nr. Substanz Jod Jod 
g mg 0 
3 0,1119 10,97 9,80 
3b 0,1149 11,49 9,99 
4b 0,1128 10,47 9,28 


Durchschnitt: 9,69 °% Jod. 


Tabelle IIb. 


Die A-Zahl des Jodnitroglobins, ammoniakjodiert. 





Angewandte 

Nr. i] Substanz Jod Jod 

g mg %l9 
1b 0,2017 | 23,06 11,43 
le 0,2617 29,40 11,33 
2b 0,1474 16,05 10,89 
4 0,1452 16,48 11,35 
7b 0,13875 14,74 | 10,72 
9a 0,1468 17,04 11,60 
10 0,1567 17,42 11,11 


Durchsehnitt : 11,2 % Jod. 
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Tabelle I1l. 
Die B-Zahl des Jodnitroglobins. 





Angewandte 

Versuch Substanz Jod Jod 

Nr. g mg 5 
la 0,2248 12,97 5,77 
1b 0,1938 10,98 5,66 
le 0,1790 10,24 5,72 
ld 0,1486 8,63 5,82 

le 0.2257 13,53 5,9 

1f 0,2706 16,07 5,9 

7b 0,1403 8,16 5.8 
8 0,1545 8,88 5,74 
9a 0,1897 11,58 6,10 
9b 0,2010 12,19 6,06 
11 0,1912 11,41 5,96 
12 0,2423 14,24 5,87 


Durchschnitt : 5,90% Jod. 


Zusam mentassung. 


1. Es wird gezeigt, daB die von Blum und Strauss erhaltenen Werte 
fir kohlenstoffgebundenes Jod bei Ovalbumin, Serumalbumin und 
Serumglobin in einem stéchiometrischen Verhaltnis zum Tyrosingehalt 
dieser Proteine stehen, so zwar, daB das Tyrosin zwei Atome Jod 
aufnimmt. Von einer Adsorption des Jods kann in diesen Fallen nicht 
gesprochen werden. 

2. Das Globin nimmt bei der Jodierung eine Sonderstellung ein, 
insofern es doppelt so viel Jod am Kohlenstoff zu binden vermag, als 
seinem Tyrosingehalt entspricht. Es wird daher angenommen, dab 
hier zwei Atome Jod an das Tyrosin in 3,5-Stellung und zwei weitere 
an einen Histidin- (Imidazol-)Ring getreten sind. 

3. Das Nitroglobin enthalt je eine NO,-Gruppe am Tyrosin und 
am Tryptophan; aus dem Nitroglobin kann durch Reduktion das 
Aminoglobin gewonnen werden, das die Biuretreaktion wieder dar- 
zustellen erlaubt, aber — analog den Jodproteinen (bicarbonatjodiert) — 
eine Zerstérung der IT. Biuretgruppe aufweist. 

4. Bei der Jodierung des Nitroglobins tritt nur ein Jod an das 
bereits vorhandene Mononitrotyrosin, zwei weitere Jod, wie im Jod- 
globin, an ein Histidin. 


5. Ein Teil des vom Globin wie vom Nitroglobin aufgenommenen 
Jods ist durch kalte schweflige Saure abspaltbar; dieses Jod steht in 
einem bestimmten ganzzahligen Verhaltnis zu dem an Kohlenstoff 
gebundenen, nicht abspaltbaren Jod und ist an eine NH-Gruppe 
gebunden zu denken. Es wird gezeigt, dab auf Grund der Jodwerte 
im Globin zwei, im Nitroglobin unter den Bedingungen der Bicarbonat- 
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jodierung gleichfalls zwei, unter denen der Ammoniakjodierung jedoch 
drei solcher aufnahmefahiger NH-Gruppen vorhanden sein miissen 


6. In Ubereinstimmung mit den bereits von Strauss und Griitzner 
erhobenen Befunden zeigt sich, daB das NH-Jod die Angriffsstelle 
der Pepsinsalzsiiturewirkung auf das Protein sperrt; diese Sperrung 
kann durch Entfernung des N H-Jods aufgehoben und durch Rejodierung 
wieder hergestellt werden. Es wird deshalb angenommen, dai der 
Ort des NH-Jods zu bestimmten CO-N H-Gruppierungen in Beziehung 
steht. 

7. Es wird weiter auf die Verainderungen der Léslichkeit in ver- 
diinnten Sféuren und der Angreifbarkeit durch Pepsinsalzsaure hin- 
gewiesen, die die substituierten Proteine im Gegensatz zu den nativen 
durch Erhitzung erleiden. 
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Zur Tyrosin- und Tryptophanbestimmung 
nach der Methode von Tillmans, Hirsch und Stoppel. 


Von 
Hugo Bauer und Eduard Stravss. 


(Aus dem chemotherapeutischen Forschungsinstitut ,,Georg Speyer-Haus‘ 
in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1929.) 


Die von Tillmans, Hirsch und Stoppel kirzlich veréffentlichte 
kolorimetrische Methcde erlaubt, in Proteinen den Gehalt an Tyrosin 
und Tryptophan gleichzeitig zu bestimmen. Sie &tellt eine quantitative 
Auswertung der Xanthoproteinreaktion dar und setzt voraus, daB die 
bei der Nitrierung von Proteinen auftretende Gelbfarbung durch den 
Eintritt von Nitrogruppen in Tyrosin und Tryptophan, und zwar aus- 
schlieBlich in diese beiden Bausteine, hervorgerufen wird. Diese An- 
nahme ist nach unseren bisherigen Kenntnissen berechtigt (vgl. Lieben). 
Die quantitative Auswertung der Reaktion beruht auf der Beobachtung 
von Mérner, daB die Farbstarken nitrierten Tyrosins und Tryptophans 
in alkalischer und saurer Lésung erhebliche Unterschiede zeigen. 

Nach Mérners Versuchen ist Nitrotryptophan in saurer Lésung 
nur dreimal so kraftig gefarbt als Nitrotyrosin, in alkalischer Liésung 
hat dagegen Nitrotyrosin eine fiinfmal so kraftige Farbstarke, als Nitro- 
tryptophan. Nitrotryptophan ist in alkalischer Lésung nur dreimal 
so kraftig gefirbt als in saurer, wahrend Nitrotyrosin in alkalischer 
Lésung eine 45 mal so kraftige Farbung als in saurer Lésung aufweist. 

Tillmans, Hirsch und Stoppel haben nun die Abhangigkeit der 
Farbenintensitét von der Wasserstoffzahl in Tabellen und Kurven 
festgelegt und als Vergleichslisung eine m-Nitrophenollésung benutzt. 
Der erhebliche Unterschied der Farbstérken des nitrierten Tyrosins 
und des nitrierten Tryptophans im sauren wie im alkalischen Bereich 
gestattet, durch Differenzrechnung sowohl bei kiinstlich hergestellten 
Gemischen als auch bei nitrierten Proteinen den Gehalt an jeder der 
beiden Aminoséuren zu bestimmen. 
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Diese in der Theorie so bestechende Methode schien uns fiir die 
Bestimmung der Nitrogruppen in unseren Nitroglobinen!, wie auch fiir 
die Bestimmung der Verteilung der NO,-Gruppen auf Tyrosin und 
Tryptophan sehr willkommen. Bei der praktischen Ausfiihrung zeigte 
sich indessen, daB die Methode in der vorliegenden Form fiir unsere 
Zwecke nicht brauchbar war, sondern einer Umformung bedurfte. 

Nach der Vorschrift von Tillmans und Mitarbeitern wird die Eiweif- 
substanz mit n/10 Salpetersiure 2 Stunden auf dem siedenden Wasser- 
bad erhitzt. Tyrosin und Tryptophan werden in gleicher Weise be- 
handelt, um die Farbwerttabellen und -kurven fiir diese Substanzen zu 
bestimmen. 

Wir haben bei der Nachpriifung des Verfahrens gefunden, dal 
Tryptophan unter diesen Bedingungen nicht nitriert wird. Die Nitrier- 
fliissigkeit bleibt farblos und zeigt auch beim Alkalisieren keine Gelb- 
firbung. Eine Nitrierung ist erst bei Verwendung von n/2 Salpeter- 
siure zu beobachten. 

Wie Herr Prof. Tillmans uns nun mitteilte, muB die zur Nitrierung 
verwendete n/10 Salpetersdure nitrose Gase enthalten und aus einer 
Salpetersiiure hergestellt werden, die etwa 10°, rauchende Salpeter- 
saiure enthalt. 

List sich das Eiwei8 in der Nitrierungsfliissigkeit nicht auf, wie 
das beim Casein der Fall ist, so 14Bt sich die Methode nicht durchfiihren 
Aus demselben Grunde ist, wie wir fanden, dieses Verfahren beim 
Globin unbrauchbar. 

Die von Jillmans, Hirsch und Stoppel bestimmten Farbwerte fiir 
Tyrosin und Tryptophan gelten nur fiir in der Hitze vorgenommene 
Nitrierungen. Fiir uns war es nun von Wichtigkeit, die Methode auf 
unser durch Nitrierung in der Kalte gewonnenes Nitroglobin anzuwenden. 
ohne es durch Erhitzen mit Salpetersiure weiter zu verandern. 

Zu diesem Zwecke bestimmten wir die Farbwerte fiir Tyrosin und 
Tryptophan durch Nitrieren mit konzentrierter Salpetersdure bei 
gewohnlicher Temperatur. 

Es wurden hierbei Werte erhalten, die von den in der Hitze ge- 
wonnenen zum Teil erheblich abweichen. 


Wir fanden die Farbwerte / fiir 


Tyrosin : heaner = 9,1 (Tillmans 0,1) 
faieat. = 4:4 (Tillmans 7,0) 


Tryptophan: f,.4e, = 0.67 (Tillmans 0,4) 
fax. = 1,4 (Tillmans 1,3). 


1 H. Bauer und E. Strauss, diese Zeitschr. 211, 163, 1929. 
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Der niedrige Farbwert fiir das alkalische Nitrotyrosin ist darauf 
zuriickzufiihren, daB bei der Nitrierung in der Kalte Mononitrotyrosin, 
in der Hitze Dinitrédtyrosin entsteht. 


Beim Tryptophan ergibt sich auf der sauren Stufe ein héherer 
Farbwert. Fiihrt man mit diesem Farbwert 0,67 die Borechnungen aus, 
so findet man bei simtlichen in der Kalte nitrierten Proteinen einen zu 
niedrigen Wert fiir Tryptophan. Der richtige Tryptophanwert wird 
erhalten, wenn man als sauren Farbwert 0,8 einsetzt. Hieraus ist zu 
folgern, daB® das freie Tryptophan beim Nitrieren teilweise verindert 
wird und infolgedessen einen niedrigeren Farbwert liefert als das im 
EiweiBverbande nitrierte Tryptophan. Wir benutzten daher fiir unsere 
Rechnungen den sauren Farbwert 0,8. 


Diese neu festgestellten Farbwerte fanden wir fiir die von uns unter- 
suchten Proteine, die in der Kalte nitriert werden, brauchbar. (Aus- 
nahme: Ovalbumin, siehe unten). Fiir analytische Zwecke fanden wir 
es geeignet, das zu nitrierende Protein mit konzentrierter Salpetersaéure 
vom spezifischen Gewicht 1,4 zu iibergieBen und iiber Nacht stehen- 
zulassen. Die Nitrierung in der Kalte bietet den Vorteil, daB eine voll- 
standige Lésung des Proteins eintritt, wodurch z. B. die Analyse des 
Caseins und des Globins erst erméglicht wird. Die weitere Behandlung 
erfolgt, wie im Beispiel ,,Globin“ angegeben. 


Beim Ovalbumin, das wir uns aus frischen Eiern in reinem Zustande! 
dargestellt hatten, beobachteten wir eine interessante und aufschInB- 
reiche Ausnahme. Das aus diesem Ovalbumin g2wonnene Nitro- 
ovalbumin (l.c.) gab bei der kolorimetrischen Bestimmung unter 
Verwendung der von uns neu bestimuten Farbwerte ohne weiteres 
brauchbare Werte fiir Tyrosin (4,1°%) und Tryptophan (1,9 %). Fiirth 
und Fischer fanden fiir Tyrosin 3,8 °4,, fiir Tryptophan fanden wir nach 
der Methode von Fiirth und Dische 2,25. 


Gingen wir jedoch von Ovalbumin aus und nitrierten dieses mit 
Salpetersaure 1,4 bei Zimmertemperatur, wie im Boispiel ,,Globin“ 
angegeben, so erhielten wir, besond:rs in der alkalischen Stufe, héhere 
Farbwerte. Die Ursache konnte nur darin zu suchen sein. da8 in diesem 
Falle die Nitrierung weitergegangen war und das im Ovalbu ninverband 
befindliche Tyrosin nicht in Mononitrotyrosin, sondsrn in Dinitro- 
tyrosin tibergegangen war. War diese Annah ns richtig. dann durften 
bei der Berechnung nicht die von uns neu festg>stellten Farbwerte fiir 
Tyrosin, die nur fiir Mononitrotyrosin G>ltung haben, eing»setzt werden, 
sondern die von Tillmans, Hirsch und Stopp2l g2w nn2n2n, fiir Dinitro- 
tyrosin geltenden Farbwerte. Die Farbwerte fiir Nitrotryptophan 


1 H. Bauer und £. Strauss, diese Zeitschr. 211, 163, 1929. 
Bicchemische Zeitschrift Band 211. 13 
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muBten dagegen unverindert bleiben. In der Tat ergaben sich bei 
Verwendung der Dinitrotyrosinfarbwerte von Tillmans, Hirsch und 
Stoppel brauchbare Zahlen, nimlich ein Tyrosing@halt von 4,3, ein 
Tryptophangehalt von 2,1 °. 

Wir sehen hieraus, daB bei der Nitrierung mit Salpetersiure 1,4 
bei Zimmertemperatur nicht alle Proteine sich gleichmaBig verhalten. 
Wiahrend bei allen ven uns untersuchten Proteinen, mit Ausnahme des 
Ovalbumins, die Nitrierung nur eine Nitrogruppe in das Tyrosin ein- 
treten 1aBt, schreitet bei Ovalbumin die Nitrierung bis zur Bildung 
von Dinitrotyrosin fort. (Berechnung siehe im Beispiel ,,Ovalbumin‘“.) 


Die Kolorimetrierung wird nach Tillmans, Hirsch und Stoppel bei 
zwei moglichst weit auseinander liegenden py-Stufen, beispielsweise 
1,8 und 11,5 vorgenommen. Die Herstellung dieser py-Stufen geschieht 
nach diesen Autoren in der Weise, daf das neutralisierte Nitrierungs- 
gemisch mit einer bestimmten Menge von Natronlauge oder Salzsiure 
versetzt wird. Bei nitrierten Proteinen laBt sich der Neutralpunkt mit 
Lackmuspapier, wie die Vorschrift angibt, nicht scharf bestimmen, 
da eine Neutralitatszone auftritt; eine scharfe Einstellung des py ist 
deshalb auf diese Weise nicht méglich. Sie ist jedoch auch nicht not- 
wendig, denn eine mafige Uberschreitung der genannten Wasserstoff- 
zahlen, ruft wie wir beobachten konnten, eine Farbanderung der Lé- 
sungen nicht mehr hervor. Diese Feststellung findet auch eine Bestiati- 
gung in der Gestalt der Farbwertkurven auf Abb. 2, 8. 388 der zitierten 
Arbeit von Tillmans, Hirsch und Stoppel. Man sieht, daB Beginn und 
Ende der Kurven die Neigung zeigen, in eine der Abszisse parallele 
Lage iiberzugehen, was nichts anderes bedeutet, als daB der Farbwert 
bei fallendem oder steigendem py von einer bestimmten Grenze ab sich 
nicht mehr wesentlich andert. 


Wir verfuhren demnach in der Weise, daB wir das Nitrierungs- 
gemisch neutralisierten und die saure Stufe durch Zusatz von Salzsaure 
bis zu einer Endkonzentration von n/25 Salzsaure, die alkalische Stufe 
durch Zusatz von Natronlauge bis zu einer Endkonzentration von 
n/25 Natronlauge herstellten. 

Bei Herstellung der sauren Stufe tritt haufig eine Triibung durch 
Ausfallen der Eiwei8substanz auf, die die Kolorimetrierung unméglich 
macht. Sie kann dadurch vermieden werden, daB man Eisessig zusetzt 
Der Farbwert erfahrt hierdurch keine Veranderung. 


Beispiel 1: Globin. 
0,1 g Globin wurden mit 2 ccm Salpetersiure 1,42 iibergossen und 
unter Umschiitteln 18 Stunden stehengelassen. Die klare gelbe Lésung 
wurde verdiinnt, wobei die Nitrosubstanz sich ausschied, mit n/!") 
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Natronlauge neutralisiert und die entstandene klare gelbe Lésung auf 
20 ccm aufgefillt. 1 mg Globin war in 0,2 ccm enthalten. 

Die Kolorimetrierung wurde in einem Dubosqkolorimeter der 
Firma Leitz, Wetzlar, vorgenommen. Als Vergleichslésung diente die 
von Tillmans, Hirsch und Stoppel angegebene Lésung von 50 mg 
m-Nitrophenol in 500 ccm n/10 Natronlauge. 1 mg Nitrophenol ist 
in 10 cem Lésung enthalten. Die Kolorimetrierung ist wegen der 
Verschiedenheit der Gelbnuancen haufig nur annahernd durchzufiihren. 


Herstellung der sauren Stufe: 


5 ccm der neutralisierten Nitroglobinlbsung wurden mit der Pipette 
in einen MeBzylinder von 10 ccm abgemessen, mit 0,4cem n Salzséure 
versetzt und mit Eisessig auf 10 ccm aufgefiillt. Die entstandene Lésung 
hatte die Konzentration von n/25 Salzsiure und enthielt 1 mg Globin 
in 0,4 ccm. J 





Messung. 
Standardlésung Saure Nitroglobinlésung Farbwert 
5 Teilstriche entsprachen . . . 6,1 Teilstrichen 0,0328 
° ‘ aig 6,1 0,0828 
10 ‘ i“ aie a 12,1 i 0,033 


Der Farbwert f von 1 mg Nitrophenol wird gleich 1 gesetzt. Der Farb- 
wert von | mg nitrierten Globins wird nach folgender Proportion berechnet : 


1 mg Globin ist in 0,4cem enthalten, 1 mg Nitrophenol in 10 ccm, 


0,4 
folglich ist der Farbwert des nitrierten Globins 10” falls die Kolorimetrie 


gleiche Farbstarke ergibt. 

Die saure Nitroglobinlésung ist jedoch farbschwacher. Bei der ersten 
Messung entsprechen 5 Teile Standardlésung 6,1 Teilen Nitroglobinlésung. 
0.4.5 
10 . 6,1 
Farbwert fiir 1 mg nitrierten Globins. 

Der Durchschnittswert der drei Messungen ist fsayer = 0,33. 


Die Formel lautet dann = 0,0328. Dieser Wert ist der saure 


Herstellung der alkalischen Stufe: 


5ccm der neutralisierten Nitroglobinldsung werden mit 4,0 ccm 
n Natronlauge versetzt und auf 100ccm aufgefiillt. Die entstandene 
Lésung hatte die Konzentration von n/25 Natronlauge und enthielt 1 mg 
Globin in 4,0 cem. 





Messung : 
Standardlésung Alkalische Nitroglobinlésung Farbwert 
5 Teilstriche entsprachen. . . . 11,1 Teilstrichen 0,180 
5 - - oo 11,0 o 0,182 


Berechnung des Farbwertes f (alkalisch) wie oben. 


13* 
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Berechnung des Tyrosin- und Tryptophangehalts des Globins. 

x sei die gesuchte Menge Tyrosin in Milligrammen, y die gesuchte 
Menge Tryptophan in Milligrammen. Gemessen sind folgende GréSen: 
Der saure Farbwert fiir 1 mg Tyrosin figuer = 0.1, der alkalische fgixai. 
= 4,4, der saure Farbwert fiir 1 mg Tryptophan fuer = 0,8, der alkalische 
faikat. = 1,4, der saure Farbwert fiir 1 mg nitrierten Globins fyguer = 0,033, 
der alkalische f,)xa;, = 0,18. 

Dann lauten die Gleichungen: 

Ol a + 0,8 y 
447+ 14y 

Die Ausrechnung ergibt: 

x = 0,030 mg Tyrosin » rae 
y = 0,375 mg Tryptophan | ™ 1 mg Globin 
Gefunden: Tyrosin 3,0%. 
Tryptophan 3,75 %,. 


0,033 
0,18 


Beispiel IL: Ovalbumin. 

Die Nitrierung des Ovalbumins, die Herstellung der sauren und der 
alkalischen Stufe wird in gleicher Weise vorgenommen, wie im Beispiel 
,,Globin“* beschrieben ist. Da in diesem Falle jedoch die Nitrierung 
bis zur Bildung von Dinitrotyrosin fortschreitet, werden bei der Be- 
rechnung die von Tillmans, Hirsch und Stoppel fir Dinitrotyrosin 








gewonnenen Farbwerte fyaner = 0,2 und fay, = 7,0 eingesetzt. 
Messung. 
Saure Stufe: 

StanderdiSeung: Saure Nitroovalbuminlésung Farbwert 
10 Teilstriche entsprachen . . . 15,9 Teilstrichen 0,025 
10 ‘ ‘ RDM 15,7 - 0,025 
10 ~ oaks 16,2 ia 0,025 
as z Nee: Sn 0,024 

Alkalische Stufe: 

Standardlésung : Alkelische ‘NitroovelbuminlSeua g Farbwert 
10 Teilstriche entsprachen .. . 12,2 Teilstrichen 0,33 
10 ‘a ” ae 12,1 a 0,33 
10 ‘. - a 11,7 . 0,34 
10 ‘ ‘ ps 12,4 0,33 


Berechnung des Tyrosin- und Tryptophangehalts des Ovalbumins. 
0,22 + 0,8 y = 0,025 


Ta+14y 0,33 
Die Ausrechnung ergibt: 
& = CAS ng. treme in 1 mg Ovalbumin 


y = 0,0205 mg Tryptophan 


Gefunden: Tyrosin 4,3%, 
Tryptophan 2,1 %. 





Ni 
ve 
ko 


Case 
Glot 
Nitr 


Oval 
Nitr« 
Eugl 


Serur 


stim) 
befri 
albu 

j 
Meth 
offen] 


1 
Bestir 
reakti 
hat si 
bei Zi 
gezeig 

D 
daB gd 
wohnli 
und 7 


wurden 











Tyrosin- und Tryptophanbestimmung. 197 


Liegen die Nitroproteine fertig vor, wie dies beim Nitroglobin und 
Nitroovalbumin (Bauer und Strauss) der Fall ist, so werden 0,1 g in 
verdiinntem Alkali gelést, neutralisiert, auf 20 ccm aufgefiillt und dann 
kolorimetriert. 


Folgende Bestimmungen wurden ausgefiihrt : 








Gefunden: Nach anderen Autoren 
ee rr wr aes “Tytosin F Tryptophan 
Casein. .... . || 0,022 | 0,308 6,4 1,95 6,5 1,7 
eae 6,3 1,7 
Globin. .... . | 0,088 | 0,18 3,0 3,75 80 | 85 
Nitroglobin. . . . 0,08 0,166 2,7 3,4 
* os ow 1 OD | O06 2,7 3,3 
Ovalbumin . ... 0,025 0,33 4.3 2,1 3,8 2,25 
Nitroovalbumin . . 0,019 | 0,208 4,1 1,9 
Euglobulin . . . . 0,03 0,29 5,7 | 8,04 4.6 3,1 
Serumalbumin. . . | 0,024 0,26 5.2 2.35 5,0 1,5 


Bei Casein, Globin, Nitroglobin, Ovalbumin und Nitro-ovalbumin 
stimmen die Resultate mit den Bestimmungen nach anderen Methoden 
befriedigend tiberein, wahrend bei Euglobulin zuviel Tyrosin, bei Serum- 
albumin zuviel Tryptophan gefunden wurde. 


Bei Jodglobin, Nitrojodglobin und Jodnitroglobin erwies sich die 
Methode als nicht brauchbar. Durch die Jodierung werden die Farbwerte 
offenbar stark verandert. 


Zusammenfassung. 


Die Methede ven Tillmans, Hirsch und Stoppel der kolorimetrischen 
Bestimmung von Tyrcsin und Tryptophan mit Hilfe der Xanthoprotein- 
reaktion ist zu Zwecken der Nahrungsmitteluntersuchung ausgearbeitet, 
hat sich jedoch fiir die quantitative Analyse unserer, durch Nitrierung 
bei Zimmertemperatur gewonnenen Nitroproteine als nicht brauchbar 


gezeigt. 


Die Methode wurde deshalb fiir unsere Zwecke so umgeformt, 
daB die Nitrierung der Proteine, anstatt in der Hitze, bei ge- 
wohnlicher Temperatur vorgenommen und die Farbwerte fiir Tyrosin 
und Tryptophan durch Nitrieren in der Kalte neu bestimmt 
wurden. 
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Aber auch die modifizierte Methode ergab nicht in allen Fallen 
Werte, die mit den nach anderen Methoden erhiltlichen Resultaten 
iibereinstimmen. Die fiir Casein, Globin, Nitroglobin und Nitroovalbu- 
min erhaltenen, annihernd stimmenden Werte kénnen lediglich zur 
Ergiinzung der auf anderen Wegen gewonnenen Resultate dienen. 
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Uber das Kohlenhydrat der Phosphatide. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 
Bruno Rewald (Hamburg). 
(Eingegangen am 21. Mai 1929.) 


Es ist schon lange bekannt, daB vor allem die pflanzlichen Phos- 
phatide fast stets Kohlehydrate mit einschlieBen, die sich von dem 
eigentlichen Phosphatid bisher nicht trennen lieBen. Besonders W tnter- 
stein und Hiestand!, die aus den verschiedensten Ausgangsstoffen der- 
artige Phosphatide isolierten, fanden immer einen oft recht erheblichen 
Gehalt an Kohlehydraten, der bis zu 25°, anstieg. Die Eigentiimlich- 
keit dieses Phosphatid-Kohlehydratkomplexes ist es nun, daB selbst bei 
Anwendung der verschiedensten Lésungsmittel zur Reindarstellung 
der Phosphatide eine Abtrennung der Kohlehydrate nicht gelingt. 
Versucht man die durch Alkohol extrahierten Phosphatide, nach 
Verjagung des Alkohols, mit Ather oder Chloroform aufzunehmen, 
um sie von mitgelésten Begleitstoffen, in erster Linie wieder Kohle- 
hydraten, zu befreien, so erhalt man immer Priaparate, die vollkommen 
klar léslich sind und dennoch erhebliche Mengen Kohlehydrate mit 
einschlieBen. So oft man diesen Vorgang auch wiederholt, stets erzielt 
man das gleiche Ergebnis. F 

Auch die weiteren, bisher bekannten Methoden versagen hier 
volkkommen. Behandelt man z. B. das so isolierte Phosphatid mit Aceton 
in der Kalte, selbst bei Temperaturen von —10 bis — 25°C, so kann man 
noch betrichtliche Mengen von Fetten herauslésen, aber Zuckerstoffe 
gehen nicht mit in Lésung. Ebensowenig ist Essigester imstande, 
eine Trennung zu bewirken. Man hat deshalb geglaubt, daB es sich 
um eine Art Verbindung zwischen Phosphatid und Kohlehydrat handelt, 
ohne daB man es hier jedoch mit molekularen Verhaltnissen zu tun 
hat. Wahrscheinlicher war die Annahme, daf es sich um einfache 
Absorptionsverhialtnisse handelt, um gegenseitige Léslichkeitsbeein- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 288ff., 1907/1908. 
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flussung, und daB der Zucker, der sonst in den organischen Lésungs- 
mitteln unléslich ist, durch die Anwesenheit der Lipoide mitgelést 
wird, wie das Paul Mayer gezeigt hat}. 

Bisher ist man nun zur Isolierung der Kohlehydrate stets so 
vorgegangen, da man das ganze Phosphatid mit Saure langere Zeit 
behandelte, um dann in der von den Fettsiuren abgefilterten Lésung 
durch Reduktion erst einmal die Anwesenheit von Zuckern selbst 
festzustellen, die dann in Form der Osazone rein darzustellen versucht 
wurden. So konnte man bisher Gluccse, Galaktcse, Pentosen und auch 
Methylpentosen nachweisen. 

Es lag jedech nahe anzunehmen, daB diese Pentosen und Hexosen 
nicht mehr die urspriinglichen Zucker darstellten, da in den Ausgangs- 
stoffen, den Samen usw., vie] mehr Di- und Poly-Saccharide vorkommen 
als Glucosen und Pentosen; diese letzteren muBten, wenn die Voraus- 
setzung richtig war, erst durch die Hydrolyse, die bisher stets an- 
gewendet wurde, entstanden sein. Andererseits war es bisher nicht 
gegliickt, die Zucker direkt, ohne einen tieferen Eingriff, wie es die 
Behandlung mit Sauren darstellt, zu gewinnen. Um dieses Ziel zu 
erreichen, wurde nun nach einer méglichst einfachen Methode gesucht. 

Bekanntlich geben alle Phosphatide mit Wasser kolloide Emulsionen, 
meistens jedoch erst nach einiger Zeit. Eine gréBere Menge Sojaphos- 
phatid, das vorher weitgehend in bekannter Weise durch Umfallen 
mit Aceton und Essigester gereinigt war, wurde in einem gréBeren 
Uberschu8 Wasser quellen gelassen und wahrend 48 Stunden durch 
langere Behandlung am Riihrwerk gleichmaBig in dem Wasser kolloidal 
verteilt. Diese Lésung wurde nun mit Ather im Scheidetrichter so 
lange ausgeschiittelt unter steter Erneuerung des Athers, bis nichts 
mehr in Lésung ging. Die sich bildenden Emulsionen wurden durch 
kleine Mengen Alkchol und durch Zugabe von Kcchsalz zerstort. 
so daB man zum SchluB eine klare, fett- und phosphatidfreie wasserige 
Lésung hatte, die nur noch etwas fremde anorganische Bestandteile 
enthielt. Diese Lisung gab nun, wie es von vernherein erwartet wurde, 

mit Fehlingscher Lisung nicht die geringste Reduktion. Sowie man 
jedoch geringe Mengen Saure hinzufiigte, erhielt man sofort, nach dem 
Aufkcchen, eine auBerst starke Ausfillung von Kupferoxydul. Hieraus 
kann nun einwandfrei geschlossen werden, daB in dem Phosphatid 
keine Pentose cder Hexose vorgebildet ist, daB es sich vielmehr um 
Di- oder Poly-Saccharide handeln mu8. Es konnte ferner durch dieses 
einfache Verfahren nachgewiesen werden, daf keine chemische Bindung 
vorliegt, daB vielmehr das Kohlenhydrat nur dem Phosphatid bei- 
gemischt ist und daB es durch geeignete MaBnahmen davon rein 


1 P. Mayer, diese Zeitschr. 1, 81, 1906. 
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mechanisch getrennt werden kann. Wili man das Phosphatid ganz 
von dem anhaftenden Kohlenhydrat befreien, so ist eine einmalige 
Behandlung nicht ausreichend. Das nach Verjagung des Athers wieder 
gewonnene Phosphatid enthalt immer noch Mengen von Zuckerstoffen, die 
durch eine weitere gleichartige Behandlung weitgehend entfernt werden 
kénnen. Auch der zweite und eventuell weitere wiisserige Ausziige 
enthalten keinen direkt reduzierenden Zucker. Gleichzeitig macht sich 
durch einen Anstieg des P-Gehaltes bemerkbar, da8 man es nun mit 
einem reineren Phosphatid zu tun hat, wenn es auch bisher nicht 
gelungen ist, einen P-Wert von 3,94 zu erreichen, wie er dem Eigelb- 
phosphatid entspricht. 

Der isolierte Zucker konnte bisher noch nicht in reiner, kristalli- 
sierter Form erhalten werden. Da sich noch eine Reihe anderer Begleit- 
stoffe in der wasserigen Lésung befinden, ist die Isolierung schwer 
und nur mit groen Substanzverlusten zu erzielen. Bei der Hydrolyse 
entsteht in der Hauptsache Glucose, die durch ihr Osazon vom Schmelz- 
punkt 204 bis 205°C einwandfrei nachgewiesen werden konnte. Ga- 
laktose, wie sie Winterstein und Hiestand feststellten, konnte nicht 
aufgefunden werden, weder lie8 sich ein entsprechendes Osazon noch 
Schleimsaure identifizieren; vielleicht waren aber die Mengen bisher 
zu gering. Weitere Untersuchungen sollen hier Klarheit zu bringen 
versuchen. 

Ein in gleicher Weise untersuchtes Eigelbphosphatid hatte ein 
recht interessantes Ergebnis. Das Eigelblecithin war aus frischen 
Eiern selbst dargestellt worden nach der bekannten Methode mittels 
Alkchol und Essigester. In Wasser 24 Stunden gequollen, wurde es 
analog wie das Sojay-hosphatid behandelt Auch hier wurde in dem 
wasserigen Auszug keine Spur einer Reduktion gefunden, wohl aber 
trat nach Saurebehandlung in dem wiisserigen Extrakt eine schwache, 
aber deutliche Reduktion ein. Es kam hier allerdings nicht zur starken 
Ausscheidung von Kupferoxydul, aber mehrmals wiederholte Versuche 
scheinen doch dafiir zu sprechen, da8 auch im Eigelblecithin eine aller- 
dings auBerordentlich geringe Menge eines Poly- oder Di-Saccharids 
sich befindet, das erst nach Aufspaltung reduziert. Auch hier miissen 
weitere Versuche an einem gréBeren Material noch Aufklirung bringen. 





Zwillingsréhren mit Membranfiltern. 


Von 


Igor N. Asheshovy. 
(Aus dem Institut fiir Bakteriophagenforschung Bombay, Britisch-Indien.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1929.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Wiahrend meiner Arbeiten iiber die Vorbereitung und Eigenschaften 
von Kollodiumsickchen konnte ich mich davon tiberzeugen, daB weder 
ihre Durchlassigkeit genau bestimmt werden kann, noch daf es gelingt, 
zwei ganz gleiche Siickchen herzustellen. Dieses vermindert den Wert 
eines Kollodiumsickchens fiir die wissenschaftliche Anwendung auBer- 
ordentlich, weil man mit einem Faktor rechnen mu, der ganz auBerhalb 
unserer Schaévzung und Kortrolle liegt. 


Ein Experiment verliert vollkommen seinen Wert, wenn es nicht 
unter gleichen Verhiltnissen und Bedingungen wiederholt werden kann. 
Ungliicklicherweise erschien eine groBe Menge von Arbeiten aus den 
verschiedensten Gebieten der Biologie, bei denen Kollodiumsackchen 
benutzt worden sind, ohne ihren wichtigsten Eigenschaften die not- 
wendige Beachtung zu schenken. 


Andererseits kénnen flache Kollodium-, Ultrafein- und Membran- 
oder Cellafilter leicht hergestellt werden, die eine fast tibereinstimmende 
Durchlissigkeit aufweisen und deren Porenverhiltnisse man leicht 
priifen und bestimmen kann. Die Reihe der Durchlassigkeiten und der 
verschiedenen PorengréBen solcher Filter ist sehr groB: es gibt solche. 
die die Bakterien durchlassen, bis zu solchen, die Ultravirus und Kolloide 
von kleinstem Durchmesser noch zuriickhalten. Und derartige Mem- 
branen sind im Handel zu haben, und man braucht sich nicht stunden- 
oder gar tagelang mit der Herstellung derartiger Membranen zu 


qualen. 
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Die hier vorgeschlagenen Zwillingsréhren stellen eine Vorrichtung 
dar, die es gestattet, die bisher zu gewissen kolloidchemischen und 
biologischen Untersuchungen benutzten Kollodiumsiackchen durch 
ebene Membranen mit analogen osmotischen Eigenschaften zu ersetzen. 
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Auf die Schwierigkeiten, Kollodiumsickchen mit bestimmten Poren- 
verhaltnissen reproduzierbar herzustellen, ist in der Literatur oft hin- 
gewiesen worden}. 


Da die Herstellung flacher Membranen von bestimmter Porenweite 
weit geringere Schwierigkeiten bereitet, so bedeutet der neue Apparat 
fiir gewisse Zweige der Kolloidchemie und Biologie zweifellos eine 
Vereinfachung ihrer bisher auf die Verwendung von Kollodiumsackchen 
zugeschnittenen Untersuchungsmethoden. Besonders bequem wird die 
Verwendung der Zwillingsréhrchen dadurch, daB die in Frage kommenden 
Membranen im Handel zu habea sind. Zur Beschickung des Apparates 
kénnen z. B. die Zsigmondyschen Membranfilter, Ultrafeinfilter und 
Cellafilter benutzt werden. Von gleichen Erwigungen ausgehend, 
hat tibrigens die Membranfilter-Gesellschaft in Gottingen zwei Apparate 
— nach Donnan und Krogh — herausgebracht, die es in ganz analoger 
Weise gestatten, auch bei der Bestimmung von osmotischen Drucken 
kolloider Lésungen die Benutzung von Kollodiumsickchen zu umgehen. 


Der Apparat setzt sich zusammen aus: 

. Zwei Roéhren aus starkem Glas. 

. Zwei MetallverschluBringen. 

. Zwei rechteckigen Gummidichtungen. 

. Zwei Glashiitchen zum Zudecken der Réhren. 

. Einem Verteilungsballon zum gleichmaBigen Auffiillen der Rébren. 


ws = 


o - w 


Den Hauptbestandteil des Apparates bilden zwei Réhren von 
gleicher Form und GréBe. Ihre Linge betrigt 20cm, ihr innerer 


1 Vgl. z. B. Bjerrum und Manegold, Koll.-Zeitschr. 42, 97, 1927. 
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Durchmesser etwa 2cm. Abb. 2 zeigt eine solche Réhre. Sie hat unten 
eine seitliche Offnung vom Querschnitt eines Rechtecks, mit den 
beiden Seitenlangen von rund 15 und 60 mm. Die Rander dieser Offnung 
sind als Dichtungsflichen breit ausgebildet und plan geschliffen. Mit 
diesen Flichen werden die beiden Réhren unter Zwischenschaltung 
der Membran zum Gebrauch aneinandergesetzt. Dabei wird zwischen 
Membran und die geschliffene Glasfliche zwecks besserer Abdichtung 
beiderseits eine rechteckig ausgeschnittene Gummidichtung geschaltet. 


Die Lineardimensionen der ebenfalls rechteckig ausgeschnittenen 
Membranen betragen rund 27 und 70mm. Die Membranen kénnen 
in den genannten MaSen fertig geliefert werden. Der Verbraucher 
kann sie aber auch selbst aus gréBeren Filtern ausschneiden. Im letzten 
Falle ist die Wahrscheinlichkeit, eine Reihe wirk- 
lich gleicher Membranen zu erhalten, besonders 
groB — vorausgesetzt, daB die grofe Membran 
iiberall gleich dick war. Dies ist offenbar besonders 
fiir Kontrollversuche wichtig. 











Abb. 2. Abb. 4. 


Die beiden Réhren werden zusammengehalten durch zwei mit 
Hilfe von Schrauben zusammenziehbaren Stahlbandern (Abb. 3). 
Um ein Abrutschen dieser Bander zu vermeiden, tragen beide Roéhren 
in entsprechender Héhe je zwei Vertiefungen. Die nétige Dichtung 
wird durch ein allmahliches Anziehen der Schrauben erreicht. 


Die Glashiitchen (Abb. 4) dienen dazu, um den Réhreninhalt 
bei bakteriologischen Arbeiten vor Infektion zu schiitzen. Wattebausche 
allein kommen aus dem Grunde nicht in Frage, weil beim Abbrennen 
des einen der die zweite Réhre schiitzende auch in Brand geraten 
wiirde. Abb. 5 zeigt den ganzen zusammengesetzten Apparat. 
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In Abb. 6 ist das VerteilergefiB wiedergegeben, welches gestattet, 
beide Réhren gleichzeitig mit derselben Lésung zu fiillen. 

Zu je vier dieser Zwillingsréhren wird ein Holzsockel mitgeliefert. 
Dieser Sockel, der vier entsprechende Vertiefungen aufweist, erméglicht 
ein sicheres Aufstellen der Réhren. Ebenso gestattet dieser Sockel 
das Aufstellen von vier Kontrollversuchen oder einer vierfachen Ver- 
suchsreihe, die je nach dem Aufstellungsplatz eine einwandfreie gute 
Beobachtung gestattet, selbst im Brutschrank (Abb. 1). 

Diese Réhren kénnen vielfach benutzt werden. Es sollen nur kurz 
einige besonders wichtige Falle erwahnt werden, fiir die diese Réhren 
fast unentbehrlich sind: 

1. Fir das Studium der Ultravira und hauptsichlich der Bakterio- 
phagen. ; 

2. Fiir das Studium der sogenannten Infrabakterien (filtrierbare 
Form der Bakterien). ; 

3. Fiir das Studium des gegenseitigen Einflusses der Bakterien. 

4. Fiir Durchwachsungsversuche. 

5. Fir das Studium der Symbiose. 

6. Fiir das Studium des Synergismus von Mikroorganismen. 

7. Fir das Studium des Bakterienstoffwechsels. Die in einem 
mit Mikroorganismen geimpften Réhrchen gebildeten Stoffe diffundieren 
in die andere Réhre, wenn man entsprechend durchlissige Membranen 
benutzt. Diese Flissigkeit kann im geeigneten Moment abgehebert 
und die so geleerte Roéhre gereinigt und gespiilt werden, ohne die be- 
impfte Roéhre oder deren Inhalt zu verandern oder zu schiadigen. 

8. Durch Anwendung verschieden poréser Filter kann man auf 
diese Weise Untersuchungen leicht abstufen, indem man eine Anzahl 
Réhren nebeneinander stellt, mit denselben Lésungen und Bakterien, 
nur mit verschiedenen Filtern. : 

9. Fiir das Studium von Osmose und Dialyse auf allen Gebieten 
der Chemie, Bakteriologie und Serologie. 

Die oben erwahnten Membran-, Cella- und Ultrafeinfilter! kénnen 
mit innerhalb eines bestimmten Bereiches verschiedenen Porenweiten 
geliefert werden. Ein ungefihres relatives Ma® fiir die mittleren 
Porenweiten dieser Ultrafilter nach Zsigmondy bilden die ihnen auf- 
gedruckten Sekunden- bzw. Minutenzahlen. Neben der mittleren 
Porenweite hat aber besonders fiir bakteriologische Untersuchungen 
auch die QuerschnittsgréBe der maximalen Poren Bedeutung. Die 


1 Die Filter werden hergestellt von der Membranfilter-Gesellschaft 
(vorm. Dr. phil. Erwin Kratz) Géttingen, Fabrikweg 2. Diese Firma hat 
alle Filter und Apparate auf Lager und ist gern bereit, gewiinschte Auskiinfte 
zu erteilen und mit Sonderprospekten zu dienen. 
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Herstellerfirma der Zsigmondyschen Filter liefert darum auch au! 
maximale Porendurchmesser nach der Methode von Barus- Bechholi 
geeichte Filter. Als untere Grenze der auf diese Weise festgestellten 
maximalen Porendurchmesser der im Handel erhiltlichen geeichten 
Filter ist aus praktischen Griinden 0,32 gewahlt worden. Zur Charakteri- 
sierung besonders feinporiger Filter wird in gewissen Fallen auch ihre 
Siebwirkung wohldefinierten Farbstofflésungen gegentiber herangezogen 
Hierher gehéren die sogenannten benzopurpurin- und kongorotdichten 
Filter. 

Eine andere Art von Filtern, ebenfalls unit verschiedenen Poren- 
weiten lieferbar, sind die sogenannten Duclaux-Filter?. Diese Filter 
sind diinne, mit Nitrocellulose impragnierte Stoffilter, die nach einem 
besonderen Verfahren hergestellt werden. 


1 Herstellungsfirma: L’Ultra Filtre D.M.S8., Paris; ebenfalls durch 
die Membranfilter-Gesellschaft Gottingen, Fabrikweg 2, erhaltlich. 
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Vergleichende Untersuchungen 
zur Bestimmung der Eiweibkérper im Blutserum. 


Von 
Fritz Schneider. 
(Aus der medizinischen Universitétsklinik in Innsbruck.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1929.) 


Nachdem Berger und Petschacher das refraktometrische Verfahren 
von Robertson zur Bestimmung der EiweiBkérper im Serum mit der 
Kjeldahlmethode in Vergleich gesetzt hatten und nach ihren Ergebnissen 
die Methode von Robertson fiir klinische Zwecke empfehlen konnten, 
verglichen Starlinger und Hartl die Robertsonmethode mit einem gravi- 
metrischen Verfahren, bei deren Durchfiihrung sich die Autoren an 
eine Methode von Knipping und Kowitz anlehnten, und kamen zu Diffe- 
renzen, die das refraktometrische Verfahren, insbesondere wegen 
Schwankungen des spezifischen Berechnungszuwachses als unbrauchbar 
erscheinen lie}. Bei weiteren Untersuchungen von Petschacher, Berger 
und Schretter wird das refraktometrische Verfahren, auf Grund von Kon- 
trollen mit einem kjeldahlometrischen Verfahren, soweit es sich nicht 
um schwer pathologische Falle handelt, fiir die Klinik als leicht durch- 
fiihrbare, brauchbare Methode empfohlen. 

Starlinger, Spéth und Winands kommen bei weiterer Uberpriifung 
ihrer friiheren Arbeiten weiterhin zu Schwankungen der spezifischen 
Refraktion und lehnen infolgedessen das refraktometrische Verfahren 
zur Bestimmung der Eiwei®kérper vollstandig ab. 


Um eine Klarung in der Frage der Verwendbarkeit der refrakto- 
metrischen Methoden von Robertson herbeizufiihren, wurde ein Vergleich 
derselben sowohl mit der Kjeldahlmethode, als auch mit der gravi- 
metrischen Methode durchgefiihrt. Die refraktometrische Methode 
nach Robertson wurde nach der von Berger und Petschacher angegebenen 
Modifikation ausgefiihrt. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dab 
hierbei im Gegensatz zu den Bestimmungen von Starlinger und Mit- 
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arbeitern das Zusatzprisma Il Verwendung fand, da diese Einfiithrung 
infolge der Umgehung der vorher notwendigen Verdiinnungen die 
Fehlergrenze des Verfahrens wesentlich herabsetzt. 

Die Kjeldahlmethode fand in der Form, wie sie von Petschacher, 
Berger und Schretter empfohlen wurde, Verwendung. 

Die gravimetrische Methode wurde nach den Angaben von Starlinger 
und Hartl ausgefiihrt, jedoch mit der VorsichtsmaSregel, da8 die Filter 
immer einzeln in je einem Wageglaschen zur Trocknung und Aufbowahrung 
im Exsikkator gelangten. Die Analysenergebnisse gestalteten sich dadurch 
offensichtlich viel besser als bei den Untersuchungen von Petschacher, 
Berger und Schretter, welche nach dem urspriinglichen Vorschlag von 
Starlinger und Hartl dis Trocknung und Aufbawahrung mehrerer Filter 
gleichzeitig in einer Petrischale vorgenommen hatten. 

Zur Untersuchung kamen 51 Fille, von welchen ein groBer Teil 
als schwer pathologisch bezeichnet werden mu8, wie sich auch aus den 
Diagnosen und den gefundenen EiweiSverinderungen ergibt. Das 
Ergebnis der Untersuchung sei in nachfolgenden Tabellen wiedergegeben : 


Vergleich der Héchstabweichungen : 





Gesamteiweif Albumin Globulin Relation 
8° 0 8*°/o Blo Globulins® 


K—R | —0,50 bis + 0,59 —0,19 bis +047 | —0,66bis +046 —6bis +15 


K—G | —019 , +0.21 | —021 , +0,29| —087 , +083 |—3, +14 
G—R | —049 ; +056 | —0,33 , +032| —060 , +0838 —5,+ 9 


Vergleich der Héchstabweichung bei Doppelbestimmungen : 





GesamteiweiB Albumin Globulin 
ee Sots, a iv _ ae glo 
| ere ey — + 0,09 — +0,13 — + 0,29 
a win ote — +0,11 — +0,11 — - O75 
oes ok — +0,14 — +0,12 — + 0,20 


Der Zeitaufwand bleibt sich fiir die Kjeldahl- und gravimetrische 
Methode ungefiahr gleich; die Kjeldahlmethode erfordert etwas mehr 
Arbeit; am einfachsten und bequemsten ist die Robertsonmethode 
zu handhaben. Zur Durchfiihrung der Doppelbestimmungen braucht 
man fiir die einzelnen Methoden ungefahr die gleichen Serummengen 
(etwa 31., ccm). 

Nach den ausgefiihrten Bestimmungen liegen beim Vergleich 
der Kjeldahlmethode mit der gravimetrischen nur geringe Ab- 
weichungen vor. 

Der Fehler, der in die gravimetrische Bestimmung hineingetragen 
wird, ist ein doppelter: 1. rei8t eine kolloidale Fallung eine erheblich 
gréBere Menge von Begleitstoffen mit als ein gewohnlicher Niederschlag: 
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2. haftet durch Adsorption an der Oberflaiche das Mitgerissene viel inten- 
siver, und es ist allgemein bekannt, wie groBe Schwierigkeiten gerade 
das EiweiB in dieser Richtung bereitet und wie schwer es ist, reines 
Eiwei8 herzustellen. Oft 1aBt sich auch eine feine Triibung der iiber- 
stehenden Flissigkeit nicht vermeiden, was natiirlich zu Verlusten 
fihren mu8. Die Waschung eines kolloidalen Niederschlags auf den 
Filtern ist schwierig und wird unvollkommen, sobald derselbe sich auf 
dem Filter fest zusammengesetzt hat, so daB die oberen Teile nicht voll- 
kommen ausgewaschen werden und die Waschfliissigkeit nur im tiefsten 
Punkt durchgeht, was weiterhin stundenlanges Waschen bis zur nega- 
tiven Sulfatreaktion nach sich zieht. Nachdem der Niederschlag durch 
das lange Waschen fest zusammensitzt, kénnen die Lipoide durch das 
einmalige Waschen mit Alkohol und Ather ganz unméglich entfernt 
werden. Die Adsorption ist eine zu groBe, als daB durch diese’ Operation 
ein einwandfreier Niederschlag erhalten werden kénnte. Wie es bei 
analytischen Arbeiten oft vorkommt, kann sich ein Fehler durch 
einen anderen kompensieren, und bei Beherrschung der Technik kann 
man zu recht zufriedenstellenden Werten kommen. Fillungs- und 
Waschfehler scheinen sich die Waage zu halten und dadurch befriedigende 
Doppelwerte bei dauernd in sich gleichbleibenden Arbeiten zu liefern. 
Was die technischen Schwierigkeiten der Methode angeht, ist es 
nicht leicht, die Niederschlige einwandfrei aus dem Reagenzglase, 
insbesondere von dei Wand, zu befreien und erfordert viel Geduld 
und Sorgfalt. 

Die Kjeldahlmethode, die in ihrem Grundprinzip auf dem Eiweif- 
abbau zu Ammoniak in der Titration des Ammoniaks beruht, ist in 
ihren Grundlagen unzihlige Male erprobt, und es kann sich die Fehler- 
méglichkeit nur auf die Beherrschung der Technik und die Umrechnung 
des Stickstoffes auf EiweiB beziehen. Fiir die Handhabung der Technik 
hat man in der Durchfiihrung der inneren Kontrolle die Méglichkeit 
der Uberpriifung, und es gelingt bald, gute Werte untereinander zu 
bekommen. Der schwichste Punkt der Methode ist zweifellos der Um- 
rechnungsfaktor von Stickstoff auf EiweiB. Es ist méglich, daB mit 
den allgemein angenommenen, jedoch experimentell recht schwach 
fundierten Kjeldahlkoeffizienten nicht ohne weiteres in allen Fallen 
gerechnet werden kann. Es mag dies fiir normale Falle Geltung haben, 
doch ist nirgends eine Angabe zu finden, ob der Umrechnungsfaktor 
bei pathologischen Fallen keine Anderung erfahrt, oder was dasselbe 
ist, ob wir es im pathologischen Serum mit dem gleichen Eiweif zu 
tun haben wie beim normalen. In einer spiteren Mitteilung soll speziell 
auf diesen Punkt eingegangen werden. 

Wie aus den Einzeltabellen sowie aus dem speziellen Auszug der 
Héchstabweichung ersichtlich ist, bilden sich zwischen Kjeldahl- 
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Robertson und Starlinger-Robertson gréBere Abweichungen. Sie er- 
reichen zwar nicht die Werte, wie sie von Starlinger und Haril an- 
gegeben werden, doch gehen sie immerhin bis auf 0,6 g-°.,. 


Es diirfte kein Zufall sein, daB gerade die Héchstabweichungen 
mit den schwer pathologischen Fallen zusammenfallen und hier die 
gréBten Abweichungen aufweisen. Wir wissen, da8 die Bindungsverhalt- 
nisse der Atome fiir den refraktometrischen Wert ausschlaggebend 
sind, daB geringe Verschiebungen im Molekiilbau weitgehende Ver- 
anderungen in den Brechungsverhaltnissen bedingen. Durch den 
veranderten Zellstoffwechsel bei pathologischen Zustinden liegen 
veranderte Verhaltnisse der Elektrolytverteilung der EiweiB- und 
Reststickstoffkérper vor, die die Ursache der Abweichungen bedingen 
kénnen. Mit diesen veranderten Zustinden geht natiirlicherweise 
auch eine Veranderung der Kolloidstabilitat und damit der Fallbarkeit 
der SerumeiweiBkérper einher. Besonders spielt hier die unter patho- 
logischen Verhialtnissen verainderte Elektrolytverteilung eine mab- 
gebende Rolle. Es werden veranderte Fallungsbedingungen geschaffen, 
die sich wieder auf die Brechung auswirken. Wie aus den Tabellen 
hervorgeht, sind es in der Hauptsache Uramie, Nierenerkrankungen 
und Leberstérungen, in vereinzelten Fallen kiinstliche Malaria mit 
Paralyse, Carcinom und Tuberkulose, bei der Abweichungen starker 
hervortreten. Die Robertsonmethode liefert immer in schwer patho- 
logischen Vallen keine mit der Kjeldahl- und Starlingermethode gut 
iibereinstimmende Werte mehr, doch bleiben die Abweichungen in 
den untersuchten Fallen bei guten Doppelbestimmungen immer 
unter | g-°.,. 

Gerade bei der Robertsonmethode, so einfach sie auch zu handhaben 
ist, kénnen sich im Pipettieren, nicht genauen Ablesen der Temperaturen, 
bei der Beobachtung der Refraktometerwerte groBe Fehler einschleichen. 
Ohne Einhaltung immer gleicher Versuchsbedingungen sind keine 
exakten Werte zu erhalten. 


Zusammenfassung. 


An 51 teils normalen, teils leicht, teils schwer pathologischen 
Fallen wird ein Vergleich der drei bestehenden Methoden zur Bestimmung 
der Serumeiwei8kérper durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Unter- 
suchung ist eine weitgehende Ubereinstimmung Kjeldahl — Gravi- 
metrie, so daB das gravimetrische Verfahren als mit der Kjeldahl- 
methode gleichwertig erkannt werden muB. 


Die refraktometrische Methode nach Robertson zeigt Abweichungen., 
die jedoch nicht so weitgehend von den iibrigen Verfahren verschieden 
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K = Kjeldahl. R = Robertson. G = Gravimetrie. 


Diagnose 


Stark lipam. Serum 
Hypertonie 


Nephritis 
Herdnephritis 
Hypertonie 
Uramie . a oe 
Pneumonie, Hypertonie . 
Emb. Herdnephritis 
Hypertonie .... 
Nephrose 
Nephritis 
Hypertonie 
Polycythamie 
Diabetes a ae 

» (hamol. Serum) 
Myo degeneralis cordis . . 
Mitralklappeninsuffizienz, Cya- 

nose, Leberschwellung . 
Asthma bronchiale . 
Leukamie . ES 
Polyglobulie. . . . . 
Ascites, Lebercirrhose 5a 
Kinstliche Malaria (Paralyse) 


” ” 


Sepsis, Pyelitis . 
a ree 
Angina, Basedowoid mgt 
Chron. Alkobolismus, Bron- 
chitis, Emphysem . : 
Pneumonie (mit Fieber) 


Hypernephrom. Metastasen, 

Kachexie . etehig wis 
Magenkrebs, Lebermetastasen 
Carcinom Asay EP 
Phthisis pulmonum . 


” * 
” * 
* - 
- - 
” ” 
” 
” 
” oo) . 
oa] ” 
“ - 
. ~ 
” ” 
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7,92 | 7,55 | 5,11 | 5,09 | 5,17 
7,32 | 7,40 | 1,55 | 1,65 1,70 
8.67 865 4.06 | 417 4,22 
6,81 6,84 3,95 | 4,07 | 4,24 
5.68 | 567 | 1,14 | 1,27 1,26 
6,35 | 6,14 | 2,52 | 2.53 2.63 
8,18 867 5.08 | 528 § 5.33 
8.66 8,48 466 4,80 4,80 


6,88 6.32 3.01 3,42 3.10 
7,32 | 6,85 | 3,92 382 | 415 
7,75 | 7,82 | 431 | 450 | 435 
8.72 862 617 612 6,15 
7,48 7.37 400 425 | 4,05 
7,42 | 7,22 | 5,07 | 5.29 | 5,01 
7,52 7,66 | 1,54 1,58 | 1,70 
8,38 | 815 | 514 530 | 5,22 
7,31 7,67 442 448 4,32 
7.5 7,51 | 4,23 | 4,12 | 4,22 
7,56 7,50 | 454 | 462 4,72 
8,32 8.12 | 432 442 4,47 
8.99 8.82 445 4,38 4,32 
8.61 8,93 5,00 5.34 5,12 
6,72 7,12 3.95 4.27 4.19 
7,37 7,64 457 454 442 
7.89 820 448 | 4,57 4,52 
7.97 800 433 437 4,37 
542 555 2,79 | 3,08 2,88 
652 642 207 1,97 2,05 
7,50 | 7,62 | 4,77 | 4,67 | 4,82 
6,51 6,73 | 3,10 | 3,21 3.05 
818 | 8,38 | 3,77 | 3,72 | 368 
628 647 454 437 4,33 
6,67 683 452 499 4,55 
8.25 843 524 546 5,38 
5.56 | 593 307 327 3,22 
6,99 7,17 423 435 4,24 
823 839 430 435 4,27 
7.88 | 7.82 466 | 4,49 4,79 
8.78 8,74 423 417 4,33 
7,49 7,84 4,86 4,72 4,85 
7,92 835 460 442 465 


7,06 7,05 4,70 | 449 4,66 
7,60 7,88 4,52 | 460 4,7: 
7,43 | 7,35 | 3,91 | 3,70 3,94 
8,06 816 421 4,03 4,26 
82 394 3,87 4,05 
35 | 5,23 | 5,05 | 5,29 


GE = GesamteiweifB. A = Albumin. 


14* 
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sind. wie sie teilweise in der Literatur angegeben werden. Die refrakto 
metrische Methode bleibt fiir die Verwendung in der Klinik fir dic 
meisten Untersuchungen eine brauchbare und rasch durchzufiihrende 
Methode. Wird eine Genauigkeit gefordert, welche Fehlergrenzen von 
+ 0,3 g-°/, Eiwei8 nicht iiberschreiten darf, so ist unbedingt die Kjeldahl. 
oder die gravimetrische Methode anzuwenden. 


Literatur. 


Diese Zeitschr. 160, 113, 1925; 168, 423, 1926. — Ebendaselbst 183 
245, 1927. — Zeitschr. f. ges. exper. Med. 86, 258, 1923. — Ebendaselbst 


50, 449, 1926. 
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Uber den Einflu6 des Jodions 
auf das Wachstum und die Zellvermehrung der Halophyten. 


Von 
Julius Stoklasa. 
(Aus der biochemischen Abteilung der staatlichen Versuchsstationen in Prag.) 
(Eingegangen am 22. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Alle bisherigen Experimente tiber den EinfluB des Jods auf den 
Bau- und Betriebsstoffwechsel und auf die Mechanik des Stoff- und 
Gasaustausches der Pflanzen, namentlich die hervorragenden Arbeiten 
von Fellenberg, Scharrer, weiter von Orr und Leitch, haben auf die Wichtig- 
keit des Jodicns hingewiesen, doch fehlte bis heute der Nachweis, daB 
das Jod einen fiir den Aufbau neuer lebender Pflanzenmasse unentbehr- 
lichen Nahrstoff darstellt. 

Sehr interessant ist die Frage, ob sich eine halophyte Pflanze, 
wie die Zuckerriibe (Beta vulgaris), in einem jodfreien Naihrmedium 
iiberhaupt entwickeln kann. Wir haben in unseren friiheren Versuchen 
konstatiert, da die Entwicklung der Halophyten, und zwar von 
Ammophila avenaria, Hordeum avenarium, Hordeum maritimum, Beta 
maritima, Latyrus maritimus, Rumex maritimus in cinem vollkommen 
jodfreien Nahrmedium sehr ungiinstig verlduft und da die Pflanzen nach 
einer gewissen Zeit, und zwar in 30 bis 50 Vegetationstagen, absterben. 
In einem Nahrmedium jedoch, dem pro 12kg Boden 0.0042 g¢ Jod 
in Form von Kaliumjodid zugesetzt worden waren, zeigten die Halo- 
phyten eine gute Entwicklung und im Vergleich zu den Kontrollpflanzen, 
die sich in gewéhnlichem Boden entwickelten, welcher pro 1 kg 400 y 
Jod enthielt, wurde eine Ertragssteigerung von 45 bis 96 °,, konstatiert. 
Bereits aus diesen Versuchen haben wir den Eindruck gewonnen, 
dap das Jod einen unentbehrlichen Faktor fiir den Aufbau neuer lebender 
Pflanzenmasse der Halophyten darstellt. 

Ich fiihre im nachstehenden unsere ganz exakten Versuche mit 
Zuckerriibe (Beta vulgaris) an. 
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Wenn wir die Literatur iiber den Samen der Zuckerriibe studieren, 
so finden wir, daB8 die Mehrzahl der Forschungen sich bloB auf den 
Knauel, welcher eigentlich ein Ballast des Zuckerriibensamens ist, 
beschrankt. 

Deshalb haben wir schon im Jahre 1894 Studien iiber die Anatomie 
und Physiologie des Samens ausgefiihrt, die in der Zeitschrift fiir Zucker- 
industrie und in den Berichten aus der physiologischen Abteilung der 
Versuchsstationen fiir Zuckerindustrie in Béhmen veréffentlicht sind. 
Weitere eingehende Forschungen auf diesem Gebiet sind in dem Werke 
,Beitrage zur Kenntnis der Ernahrung der Zuckerriibe; physiologische 
Bedeutung des Kaliumions im Organismus der Zuckerriibe‘* (Jena, Verlag 
Fischer, 1916) zusammengefaBt. 

Wir behandelten die Zuckerriibensamen 6 Stunden mit einer 
Nahrlésung, die 0,05 g Jod in Form von Kaliumjodid enthielt, und 
beobachteten dann den KeimungsprozeB. Wir konstatierten bei den 
mit der jodhaltigen Nahrlisung behandelten Samen eine stirkere 
Lebensenergie des Embryos als bei den in jodfreiem Nahrmedium 
macerierten Samen. Bei den ersteren ging die Keimungsperiode, die 
Bildung der Chlorophyllorgane, des Protoplasmas, sowie auch die 
Resorption der organischen Verbindungen durch das Embryo be- 
deutend rascher vor sich und die Keimlinge waren viel gréB8er und tippiger 
entwickelt, als bei den mit jodfreier Nahrlésung behandelten Pflanzen. 


Entwicklung der Keimlinge. 


Die Trockensubstanz von 1000 Stiick Samen, aus dem Knaulchen 
ausgeschalt, wog 4,448 g. 

Die Samen enthielten pro 1 kg Trockensubstanz 4648 y Jod 
= 4,684 mg Jod. In der Trockensubstanz von 1000 Stiick Samen waren 
demnach 0,021 mg = 21 y Jod enthalten. Treten wir nun zur Unter- 
suchung der Pflanzen in den verschiedenen Perioden der Vegetation: 


I. Periode: Zartestes Entwicklungsalter. 


Die zu den Versuchen verwendeten, aus glasiertem Ton hergestellten 
VegetationsgefaBe wurden mit Sand gefiillt. Der Sand wurde zunachst 
mit konzentrierter, kochender Salzséure ausgewaschen, worauf ein Nach- 
waschen mit heiBem und kaltem Wasser bis zum vollstaéndigen Verschwinden 
der Chlorreaktion erfolgte. Hierauf wurde der Sand ausgegliitht. In dem 
so ausgewaschenen und ausgegliihten Sand waren nicht einmal Spuren 
von Jod vorhanden. Jedes VegetationsgefaB enthielt 16kg Sand. Dic 
ganze Entwicklung der Pflanzen ging unter den gleichen Vegetations- 
faktoren vor sich. Die Temperatur betrug 16 bis 28°C. Der Wassergehalt 
des Bodens wurde stets auf 26 bis 30% konstant erhalten, und zwar wurden 
die VegetationsgefaBe mit jodfreiem, destilliertem Wasser begossen. 


Die in dem so vorbehandelten Sand gezogenen Keimlinge wurden 
noch in ihrem zartesten Entwicklungsstadium, namlich am 12. Tage 
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ihrer Entwicklung, der Analyse unterzogen. 1000 Keimlinge wiesen 
ein Trockensubstanzgewicht von 2,632g auf. lkg der Keimlinge 
enthielt 9246 y Jod = 9,246 mg Jod. 

In der Trockensubstanz von 1000 Keimlingen waren demnach 
0,024 mg = 24y Jod enthalten. 


II. Periode: Nach 30 Vegetationstagen. 


Die Versuche wurden so arrangiert, daf die eine Gruppe der 
Keimpflanzen sich in reinem ausgewaschenen Sand entwickelte, der 
mit einer Nahrlésung begossen wurde, die alle Nahrstoffe sowie auch 
Jod in Form von Kaliumjodat und -jodid enthielt, und zwar pro 
1 Liter 0,005 g Jod. Die andere Gruppe wurde mit der gleichen Niahr- 
lésung ohne Jod begossen. Die Nihrsalze wurden umkristallisiert 
und jodfrei befunden. Die Zusammensetzung der Nahrlésung war 
nachstehende : 


In 1 Liter waren enthalten: 


1,15 g Kaliumnitrat, 

0,1 g Natriumchlorid, 

0,5 g Monocaleiumphosphat, 

0,2 g Calciumsulfat, 

0,1 g Magnesiamchlorid, 

0,01 g Ferrichlorid, 

0,01 g Aluminiumsulfat. 

is wurden im ganzen 64 VegetationsgefifBe, fiir jede Gruppe 

32 VegetationsgefiBe, verwendet. Jedes VegetationsgefaiB enthielt 
eine Riibenpflanze. Die VegetationsgefiBe wurden auf Rollwagen 
gestellt und im Glashaus, wo die Sonne vollen Zutritt hat und die 
Pflanzen gegen die meteorologischen Einfliisse geschiitzt waren, unter- 
gebracht. Bis zum 30. Vegetationstage wurden pro VegetationsgefaB 
2 Liter Nahrlésung verbraucht, vom 30. bis zum 61. ebenfalls 2 Liter, 
also insgesamt 4 Liter mit 0,02 g Jod'. Die Zuckerriiben, die mit der 
jodhaltigen Nahrlésung begossen wurden, waren viel gréBer und iippiger 
entwickelt, als die Zuckerriiben der anderen Gruppe. 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen betrug das Gewicht der Trockensubstanz 





7 Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
es ~ g 
Blatter und Stiele. . . . | 88.6 63,2 
RS as tee 24,3 20,4 
Gesamtpflanze : 112,9 83.6 


1 Fir eine Riibenpflanze wurden 0,02 g Jod in Anwendung gebracht, 
umgerechnet auf 80000 Exemplare ergibt dies also eine Jodmenge von 
1,6 kg pro ha. 














216 J. Stoklasa: 
Die chemische Analyse 
ergab nachstehenden Jodgehalt pro 1 kg Trockensubstanz: 
Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Y Y 
Blatter und Stiele. . . . 1904 812 
eer ee 316 188 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen ergibt dies einen Jodgehalt von: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodtreies Nahrmedium 

Blatter und Stiele. . . . 0,168mg = 168 y 0,052 mg = 52y 
RS Peter ae ee 0,007 mg 7y 0,004 mg 4y 
Gesamt ptlanze : 0,175 mg = 175 y 0,056 mg = 56 y 


Die Trockensubstanz der pro 1] ha geernteten Pflanzen, also pro 
80000 Exemplare enthailt demnach nachstehende Jodmengen: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nabrmedium 

Blatter und Stiele. . . . || 1344mg = 134407 416mg = 4160 » 
Wee 6 65 2ts mes 0,56 mg 560 y 0,32 mg 320 ) 
Gesamtpflanzen : 14,00mg = 140007 4,48 mg 4480 y 


III. Periode nach 62 Vegetationstagen. 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen betrug das Gewicht der Trockensubstanz : 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodtreies Nahrmedium 
£ g 
Blatter und Stiele. . . 36 490 11 496 
ps ee 10 080 2612 
Gesamtpflanze : 46 570 14 108 


Die chemische Analyse 
ergab nachstehenden Jodgehalt pro 1 kg Trockensubstanz: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
 f 7 
Blatter und Stiele. . . 5152 920 
eee 358 360 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen ergibt dies einen Jodgehalt von: 





Jodbaltiges Nahrmedium Jodfreies Nabrmedium 
Blatter und Stiele. . 187,997 mg = 187 997 » 10,576 mg = 10 5767 
WO aoa MS 3,608mg¢g — 3698 y 0,940 mg = 940 > 


Gesamtpflanze : 191,605 mg 191 605 y 11,516 mg 11 516; 
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Die Trockensubstanz der pro 1 ha geernteten Pflanzen, also pro 
80000 Exemplare enthalt demnach nachstehende Jodmengen: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. . | 15039,76 mg = 15039760 y | 846,08 mg = 846080 y 
Wurzeln . . . = 288,64 mg 288640 » 75,2 mg = 7520 y 
Gesamtpflanzen: 15328,40 mg = 15328490 y 921,28 mg 921 280 » 


IV. Periode nach 106 Vegetationstagen. 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen betrug das Gewicht der Trockensubstanz: 








Jodhaltiges Nahrmedium Jodtreies Nahrmedium 
g ~ 
Blatter und Stiele. . . 92 844 24 520 
WN sk ee we le 48 232 11 760. 
Gesamtpflanze : 141 076 36 280 


Die chemische Analyse 
ergab nachstehenden Jodgehalt pro 1 kg Trockensubstanz: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. . . 3552 480 
Wurzeln .. . Peher 308 120 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen ergibt dies einen Jodgehalt von: 





Jodheltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. . 329,781 mg — 329781 y 11,77 mg 11779 y 
| Ee er 14,855 mg 14 855 y 1,411 mg 14ily 
Gesamtpflanze : 344,636 mg 344 636 13,181 mg = 13181; 


Die Trockensubstanz der pro 1 ha geernteten Pflanzen, also pro 
80000 Exemplare enthilt demnach nachstehende Jodmengen: 





Jodnaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. .  2638248mg— 26382489, 941.6 mg 941 600 » 
Wem... ss 1 188,40 mg L1884007 112,88 mg 112 889 
Gesamtpflanzen: || 27570,88 mg — 27570,880y | 105448 mg — 1 054 480 y 


V. Periode nach 126 Veqetationstagen. 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen betrug das Gewicht der Trockensubstanz: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
fg £ 
Blatter und Stiele. . . 70 984 33 840 
Were. . 6 a 152 746 42 600 
Gesamtpflanze : 223 739 76 449 
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Die chemische Analyse 
ergab nachstehenden Jodgehalt pro | kg Trockensubstanz: 





Jodhaltiges Nabrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Y Y 
Blatter und Stiele. . . 4086 460 
a 409,90 166 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen ergibt dies einen Jodgehalt von: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. . 290,040 mg = 290 040 y 15,566 mg 15 566 y 
on... Ee 62,610 mg 62 610 y 7,07img = 7O071ly 
Gesamtpflanze: 352,650 mg = 352650» | 22,637 mg 22 637 


Die Trockensubstanz der pro 1 ha geernteten Pflanzen, also pro 
80000 Exemplare enthalt demnach nachstehende Jodmengen: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 


— 


Blitter und Stiele. . | 23203,20 mg = 23203200» 1245,28 mg 245 280 ; 
WOE a ss 5008.80 mg— 50088007 565,68 mg 565 680 y 


Gesamtpflanzen:  28212,00 mg = 28 221 000 y [ 1810,96 mg 1 810 960 » 


VI. Periode nach 152 Vegetationstagen. 
Umgerechnet auf 1000 Pflanzen betrug das Gewicht der Trockensubstanz: 








Jodhaltiges Nabrmedium Jodfreies Nahrmedium 
7 A at g A g 
Blatter und Stiele. . . 109 800 37 825 
Wurszeln.......- | 146 330 ee Cpe 46 699 
Gesamtpflanze: | 256 130 84 524 


Die chemische Analyse 
ergab nachstehenden Jodgehalt pro 1 kg Trockensubstanz: 





Jodhaltiges Nahrmedium i hg “Jodireies Nabrmedium 
Y Y 
Blatter und Stiele. . . 2876,8 480 
WOM 6 3 sks. we 596,8 210 


Umgerechnet auf 1000 Pflanzen ergibt dies einen Jodgehalt von: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 


Blatter und Stiele. . 315,872 mg = 315872 y 18,156 mg = 18 1567 
i. rae 87,329mg = 87329y 9.896 mg — 9806) 





Gesamtpflanze : 403,201 mg = 403 201 y 27,962 mg — 27 962) 
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Die Trockensubstanz der pro 1 ha geernteten Pflanzen, also pro 
80000 Exemplare enthalt demnach nachstehende Jodmengen: 





_Jodhaltiges Nébrmediom Jodfreies Nahrmedium 
Blatter und Stiele. . | 25269,76mg = 25 269760y 1452,48mg — 1452480 y 
WN os cs sos 6986,32mg— 69863207 784,48 mg = 784480 y 


Gesamtpflanzen:  32256,08mg — 32256080»  2236,96 mg = 2 236 960 y 


Ziehen wir die Resultate unserer Untersuchungen zusammen, 
so finden wir, daB nach Verlauf der einzelnen Perioden in 1000 Riiben- 
pflanzen nachstehende Mengen Jod enthalten waren: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Il. Periode .... 0,175 mg 175 y 0,056 mg 56 y 
Il. . a 191,605 mg — 191 605 y 11,516 mg = 11 516 y 
IV. ‘i Bact tm 344,636 mg — 344 636 y 13,181 mg 13181 y 
V. es 352,650 mg — 352 650 22.637 mg 22 637 >» 
VI. ei 403,201 mg — 403 201 y 27,962 mg 27 962 y 


Es ist bekannt, daB die Resorption der biogenen Elemente immer 
im Beginn der Entwicklung der Pflanze am intensivsten ist. In den 
spiteren Perioden findet die Aufnahme von Stickstoff, Phosphor, 
Schwefel, Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen und Aluminium stets 
in schwacherem Mabe statt. Dieselbe Erscheinung konstatierten wir 
auch bei der Resorption des Jods. Wir sehen, daB im jodhaltigen 
Nahrmedium die gréBte Aufnahme des Jodions im Verlauf der 
III. Periode stattgefunden hat, und zwar betragt die aufgenommene 
Jodmenge 191,430 mg, in der IV. Perinde werden 153,03 mg Jod 
resorbiert, in der V. Periode bloB 8,014 mg und in der VI. Periode 
50,551 mg. Bei den im jodfreien Nahrmedium vegetierenden Riiben- 
pflanzen finden wir etwas abnormale Verhialtnisse. In der III. Periode 
werden 11,46 mg Jod resorbiert, in der IV. Periode 1,665 mg, in der 
V. Periode 9,456 mg und in der VI. Periode 5,325 mg. 


Die Zuckermenge betrug nach der Inversion in den einzeJnen 
Perioden pro eine Riibenpflanze in Gramm ausgedriickt: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nabrmedium 


Ill. Periode. 


Blatter und Stiele .. . 6,283 2,08 
WR oe oe dc ps 3,706 0,66 
Gesamtpflanze : 9,989 2,74 

IV. Periode. 
Blatter und Stiele .. . 17,325 4.46 
WOMENS, i boc wr : 29,740 6,89 


Gesamtpflanze : 47,065 11,35 











220 J. Stoklasa: 











Jodhaltiges Nabrmedium Jodfreies Nahrmedium 

V. Periode. 
Blatter und Stiele .. . 19,20 8,66 
ee ee ee 107.93 23,86 
Gesamtpflanze : 127,13 32,52 

VI. Periode. 
Blatter und Stiele . . . 12,64 4,05 
ME hee Sens ses > 120,06 , 28,73 
Gesamtpflanze : 132,70 32,78 


Wenn wir die pro 1000 Pflanzen resorbierte Jodmenge der Quantitat 
des produzierten Zuckers gegeniiberstellen, so erhalten wir folgendes 
Bild: 








Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
Jod Gesamtzucker||  Jod ~ Gesamtzucker 
mg kg mg kg 
el; Persog@e.. . . . 191,605 9,989 11,516 2,74 
IV. aj ih we «5 344.636 47,065 13,181 11,35 
.- . RAT ere 352,650 127,13 22,637 32,52 
VI. i ba ede eon 403,201 132,70 27,962 32,78 


Die pro 1 mg resorbierten Jods produzierte Zuckermenge betragt demnach : 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodtreies Nahrmedium 
kg kg 
Til: Pemode ....«. 0,052 0,237 
ye eM ah 0,136 0,861 
Bier coor 0,36 1,436 
VI. ~ Rares ae 0,329 1,172 


Aus den angefiihrten Zahlen ist ersichtlich, dab pro 1 mg Jod 
im jodfreien Nahrmedium mehr Zucker produziert wurde, als im jod- 
haltigen. Dies ist selbstverstandlich, da ja von den im jodfreien Nahr- 
medium vegetierenden Riibenpflanzen weniger Jod aufgenommen wurde, 
und auBerdem wurde bei den im jodhaltigen Nahrmedium sich ent- 
wickelnden Pflanzen der Zucker fiir den Aufbau neuer lebender Pflanzen- 
masse verbraucht. 

Beim ganzen Bau- und Betriebsstoffwechsel der Zuckerriibe 
wurden aus dem jodhaltigen Nihrmedium im Vergleich zu dem jodfreien 
groBe Mengen Jod resorbiert, und auch die Produktion neuer lebender 
Pflanzenmasse war im jodhaltigen Nahrmedium intensiver als im jod 
freien. 


Die pro eine Riibenpflanze in den einzelnen Perioden aus dem 
Boden resorbierte Jodmenge betragt: 
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Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze: 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Jodhaltiges Nahrmedium 
mg 
II. Periode. 
0,000 168 
0,000 007 
0.000 175 
III. Periode. 


0,188 
0,003 


0,191 
IV. Peri de. 


0,329 
0.015 


0,344 
V. Periode. 
0,29 
0,062 
0,852 
VI. Periode. 


0,316 
0,087 


0,408 


Jodfreies Nahrmedium 
mg 


0,000 052 
0,000 004 


0,000 056 


0,010 576 
0,000 94 


0,011 516 


0,012 
0,001 


0,013 


0,015 
0,007 


0,022 


0.018 
0.009 


0,027 


Das durchschnittliche Gewicht der Trockensubstanz pro Riiben- 
pflanze betrug in den einzelnen Stadien der Entwicklung: 





Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wurzeln. 


Gesamtpflanze : 


Blatter und Stiele 
Wuarzeln. 


Gesamtpflanze : 


Jodhaltiges Nahrmedium 


8 


II. Periode. 


0,089 
0,024 


0,113 
Ill. 


a 


Periode. 


36,49 
10,08 


46,57 
IV. Periode. 


92,844 
48,232 


141,076 
V. Periode. 


70,984 
152,746 


223,730 


Jodfreies Nahrmedium 


~ 


0.063 
0,020 . 


0,083 


11,496 
2.612 


14,108 


24,52 
11,76 


36,28 


33,84 
42.6 


76,44 
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Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
4B g 


VI. Periode. 


Blatter und Stiele .. . 109,8 37,825 
Wurseln. ....... 146,33 46,699 
Gesamtpflanze : 256,13 84,524 


Die vorstehenden Daten zeigen deutlich, daB die Bildung neuer 
lebender Pflanzenmaterie im jodhaltigen Nahrmedium bedeutend intensiver 
war als im jodfreien .Nadhrmedium. Die Unterschiede betragen in den 
einzelnen Perioden der Entwicklung, ausgedriickt in Prozenten der 
aus jodfreiem Naihrmedium stammenden Pflanzenmasse: 


II. Periode 36°, III. Periode 230°,, IV. Periode 288 °%,, 
V. Periode 192°, VI. Periode 203°. 
Am deutlichsten tritt die Beziehung zwischen dem resorbierten 
Jod, dem Wachstum und der Zellvermehrung hervor, wenn wir be- 


rechnen, wieviel Trockensubstanz der Pflanzenmasse auf 1 mg resor- 
bierten Jods entfallt. Die Resultate sind nachstehende: 





Jodhaltiges Nahrmedium Jodfreies Nahrmedium 
g g 
ee eee + 645 1482 
III. ee Pape Ge Oe ee 24s. SC 1225 
. . Bote: 410 2790 
wet. ras rie er el re 635 3474 
VI. - eae ee 635 3130 


Das Verhiltnis der resorbierten Jodmenge zur Produktion neuer 
organischer Substanz gibt uns im jodhaltigen Nahrmedium ein ganz 
anderes Bild als im jcdfreien Nikrmedium. Die Mechanik des Stoff- 
austausches und die gesamte Dynamik der photosynthetischen Assimi- 
lation ist in den beiden Gruppen ganz verschieden. 


Unsere mikrochemischen Forschungen sowie die chemischen 
Analysen haben, wie aus vorstehender Zusammenstellung ersichtlich 
ist, ergeben, daB in den Bliattern stets mehr Jod vorhanden ist als in 
den Wurzeln, und zwar sowohl bei den Pflanzen aus jodhaltigem als 
auch aus jodfreiem Nahrmedium!. Die Unterschiede sind nachstehende : 


1 Auf diese Erscheinung, daB in den Blattern sich das Jod imme: 
in viel gréBeren Quantitéten akkumuliert als in den Wurzeln, habe ich 
schon vor 6 Jahren in meinen zahlreichen Arbeiten hingewiesen. 
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Jodhaltiges Nahrmedium Jodtreies Nahrmedium 
9 99 
II. Periode ...... 2300 1200 
ITI. ‘ Ace Wms 6166 1025 
IV. . aie Lae 2093 1100 
V. i ee We oe oe 367 114 
V1. * 263 100 


Die reine Blattsubstanz der jungen Blatter ist sehr reich an Jod. 
Nach unseren mikrochemischen Forschungen enthalt die reine Blatt- 
substanz (Blattspreite, Lamina) die gré6Bten Jodmengen. Am jodreichsien 
ist das Palissadengewebe unmittelbar unter der oberen Epidermis. Das 
Jod hat einen besonderen Einflu8 auf die Bildung des Chlorophylls, 
wortiber wir in einer separaten Publikation noch eingehend sprechen 
werden. 

Wir fanden bei unseren Experimenten in der Trockensubstanz 
der reinen Blattsubstanz der aus jodhaltigem Nahrmedium stammenden 
Vegetation 1,68 °,, Chlorophyll, wahrend die aus jodfreiem Nahrmedium 
stammenden Pflanzen in der Trockensubstanz der reinen Blattsubstanz 
1,05 °%, Chlorophyll enthielten. Interessant ist, daB in dem Stadium, 
in welchen sich in den Zellen der Blatter, namentlich in der Lamina 
das Chlorophyll zersetzt und die Blatter anfangen gelb zu werden, 
der Jodgehalt der Blatter ungemein sinkt, und zwar bis um 45 bis 60°... 
Mit dem Verschwinden des Chlorophylls aus den Blattern verschwindet 
auch das Jod und sammelt sich in den Wurzeln, und zwar in der obersten 
Partie der Riibenwurzel an. 

Diese Erscheinungen haben wir bei den Riibenpflanzen aus beiden 
Gruppen beobachtet. Das Studium der Morphologie und Physiologie 
der verschieden ernihrten Pflanzen hat uns die Uberzeugung gebracht, 
daB die durch die verschiedene Ernahrung, und zwar mit Jod und ohne 
Jod hervorgerufenen Anderungen der Stoffwechselvorginge innerhalb 
des ganzen Pflanzenorganismus einen groBen Einflu8 auf den gesamten 
Entwicklungsrhythmus der Pflanze ausiiben. Interessant ist, da in 
beiden Gruppen die Jodanreicherung in den Blattern in der zweiten, 
dritten und vierten Periode bedeutend héher war als in den Wurzeln. 
Die gréBte Differenz weist die dritte Gruppe im jodhaltigen Nahr- 
medium auf. 


Was das Exterieur der Riibenpflanzen anbelangt, so waren die 
Blatter der im jodhaltigen Naihrmedium sich entwickelnden Pflanzen 
typisch griin gefiirbt, wahrend die Blatter der im jodfreien Nahrmedium 
vegetierenden Riibenpflanzen an das Aussehen von Schattenpflanzen 
erinnerten. Die Blatter waren linger gestreckt und mehr horizontal 
abstehend. Die im jodfreien Nahrmedium vegetierenden Pflanzen 
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zeigten im Beginn einen sehr kiimmerlichen Wuchs und erst im zweiten 
dritten und vierten Stadium, nachdem die Pflanze das nétige Jo 
bereits aus der Luft aufgenommen, oder eventuell aus dem Nahr 
medium das in nicht nachweisbaren Spuren vorhandene Jod in elek- 
tiver Weise resorbiert hatte, war eine kraftigere Ausbildung der ganzen 
Pflanze zu konstatieren. Die Formverschiedenheiten, sowie die Unter- 
schiede im Gesamtaufbau der aus jodfreiem und aus jodreichem 
Nahrmedium stammenden Pflanzen waren sehr bedeutend. 

Die wiihrend der ganzen Vegetationsperiode aus dem jodhaltigen 
Ndhimedium von 1000 Pflanzen resorbierte Jodmenge von 0,403 ist 
im Verhdltnis zu der aus dem jodfreien Nahrmedium resorbierten J od- 
menge von 0,027 q verhdltnismaBig groB. Die Versuche waren, wie 
bereits erwaihnt, vollkommen exakt ausgefiihrt. Das Nahrmedium 
sowie die verwendeten Salze waren ganz jodfrei, ebenso auch das 
destillierte Wasser, welches wahrend der ganzen Vegetationsperiode 
zugefiihrt wurde. Hiermit ist der Nachweis geliefert, daB der grébte 
Teil dieser in den Pflanzen, die sich im jodfreien Nahrmedium entwickelt 
haben, konstatierten 0,027 g Jod aus der Luft aufgenommen oder 
eventuell aus dem Naihrmedium, welches Jod in nicht nachweisbaren 
Spuren enthielt, in elektiver Weise resorbiert worden ist. Die Expers- 
mente zeigen deutlich, daB das Jod fiir die halophyte Riibenpflanze ein 
Wachstumsfaktor ist und daB sich diese ohne Jod nicht normal entwickeln 
kann. Die im jodhaltigen Nahrmedium von der Pflanze resorbierten 
groBen Mengen Jod kénnen natiirlich nicht fiir die Praxis generalisiert 
werden, da ja bei unseren Versuchen das Jod stets zugefiihrt wurde. 
so daB das Wurzelsystem der Pflanze das Jod immer zur Verfiigung 
hatte. Bei unseren Vegetationsversuchen haben wir gefunden, dai 
umgerechnet auf Lha im jodhaltigen Nahrmedium 32,256g Jod 
von der Riibenpflanze resorbiert wurden, wahrend im jodfreien 
Nahrmedium bloB 2,236 g Jod, umgerechnet auf 1 ha, aus dem Nahr- 
medium und aus der Luft aufgenommen wurden. Dies ist ein sehr 
bedeutender Unterschied. In der Natur sind die Verhiltnisse ganz 
andere, und es wird bedeutend weniger Jod aus dem Boden resorbiert, 
da es den Pflanzen in nicht so groBen Mengen zur Verfiigung steht. 
Wir kénnen annehmen, daB bei einem Ertrage von 400 dz Riibenwurzeln 
und 200 dz Blattern pro 1 ha, was etwa 120 dz Trockensubstanz entsprich!, 
8 bis 16g Jod pro Hektar aus dem Boden resorbiert werden. Die Blatter 
enthalten durchschnittlich 1000 bis 2000 y Jod und die Wurzeln 5(\) 
bis 1000 y Jod pro Kilogramm Trockensubstanz. Dies sind bedeutende 
Unterschiede im Vergleich zu den Resultaten unserer Versuche in 
VegetationsgefaBen. Wir sehen hier, mit welch minimalen Quantitaten 
die Riibenzelle arbeitet. Pro Hektar werden fiir den Aufbau neuer 
lebender Pflanzenmasse dieser halophyten Pflanze in 160 bis 200 Vege- 
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tationstagen bloB 8 bis 16 g Jod aus dem Boden und aus der Luft resorbiert. 
Diese Daten waren bis heute unberiicksichtigt geblieben? 


Es klingt wie ein Paradoxon, wenn wir bei Zusatz von 1,5 bis 
1,72 kg Jod in Form von Kaliumjodid pro Hektar Boden eine Steigerung 
des Ertrages auf jodarmen Béden konstatiert haben. Es ist dies jedoch 
dadurch erklarlich, daB in manchen Béden das Jod weder chemisch 
noch biologisch akkumuliert wird und groBe Jodmengen ausgewaschen 
werden. In anderen Béden wiederum entweicht, wie wir gefunden 
haben, das Jod auch durch biochemische Prozesse in die Luft, so daB 
wir immer mit Verlusten rechnen miissen. 


Die Oxybiose in der chlorophyllhaltigen und chlorophylllosen Zelle der 
Riibenpflanze aus jodhaltigem und jodfreiem Naihrmedium. 

Das Studium der Wasserstoffionenkonzentration des Saftes der 
Blatter und Wurzeln von jodreichen und jodarmen Pflanzen hat uns 
sehr interessante Aufschliisse gegeben. Wir fanden nachstehende 
Daten in der letzten Periode der Entwicklung: 





Jodreiche Pflanzen Jodarme Pflanzen 
6 als Bg ed Pu = 6,28 Pu — 4,62 
eae ae Pu = 6,57 Pu = 4,73 


Wir sehen, daB durch den Jodgehalt die Aziditat bei den jodreichen 
Pflanzen sehr bedeutend herabgesetzt wurde. Ahnliche Verhiiltnisse 
zeigten sich auch in der dritten, vierten und fiinften Periode. Wir 
haben schon in friiheren Arbeiten konstatiert und dokumentiert, daB 
das Jod eine Herabsetzung der Aziditaét bewirkt, und da durch den 
EinfluB des Jods die organischen Sauren abgebaut und umgebaut 
werden. Die organischen Sauren und speziell bei der Zuckerriibe die 
Oxalsiiure spielen, wie bekannt, beim gesamten Bau- und Betriebs- 
stoffwechsel der Pflanze eine bedeutende Rolle, doch wurde dieselbe 
bis heute noch nicht genau studiert. Zum SchluB bemerke ich, daB 
in den jodarmen Zuckerriiben und Blattern stets viel gréBere Mengen 
Oxalsiure mikrochemisch nachweisbar sind als in den jodreichen 
Pflanzen. 


In den bei einem Drucke von 380 Atm. aus den Blattern der 
Zuckerriibe gewonnenen Pref siften 1a8t sich durch Fallung des Alkohols 
und Athers ein Enzym darstellen, welches imstande ist, die Oxalsiure 
bei einer Temperatur von 30 bis 40° © zu verarbeiten. Die ganze Meta- 


' Eckstein berechnet, daB fiir eine gute Heuernte von 60 dz pro Hektar 
2,4g¢ Jod aus dem Boden resorbiert werden. 
Biochemische Zeitschrift Band 211. 
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morphose der Oxalsiure bei Jodzusatz geht nur bei reichhaltiger 
Sauerstoffzufuhr vor sich. In Wasserstoffatmosphiare findet kein 
Abbau und Umbau der Oxalsiure statt. Das Enzym ist entschieden 
eine Oxydase. Wir haben die Bildung von Kohlensaure bei dieser 
Verarbeitung der Oxalationen nachgewiesen. Dieses oxalatverarbeitende 
Enzym besitzt eine groSe Ahnlichkeit mit der von Neuberg entdeckten 
Carboxylase. Alle unsere friiheren und jetzigen Studien und Experi- 
mente mit pflanzlichen und tierischen Organismen zeigen, das die 
Jodoxydase mit den Atmungsenzymen im pflanzlichen und tierischen 
Organismus in einer gewissen Beziehung steht und oxydative Phasen 
in der chlorophylllosen und chlorophyllhaltigen Zelle hervorruft. Wir 
sehen, dafs die Gegenwart von Jod im pflanzlichen und tierischen 
Organismus fiir die Dissimilationsprozesse, sowie fiir den Abbau der 
organischen Sauren, namentlich fiir die Oxydation der Oxalsiure, 
besonders bei Gegenwart von Eisen von grober Bedeutung ist. Bei 
Gegenwart von aktiviertem Sauerstoff kommt der oxybiontische 
Oxalsiureabbau durch das Jod zu voller Entfaltung. 

Die Mechanik der Atmungsprozesse bei jodreichen und jodarmen 
Zuckerriiben ist sehr verschieden, wie wir dies durch langjihrige 
Experimente nachgewiesen haben. Mittels unserer bekannten Methodik 
(s. Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden 1910 
..Methode zur Bestimmung der Exkrete bei der Atmung der Bakterien- 
zelle’*, weiter ,,Handbuch der biophysikalischen und biochemischen 
Durchforschung’, Verlag Paul Parey, Berlin 1926) haben wir zahlreiche 
Versuche ausge‘iihrt und konstatiert, daB in Aerobiose die jodarmen 
Wurzeln pro kg Trockensubstanz in 24 Stunden durchschnittlich 
2035 mg Kohlendioxyd ausatmeten, wahrend die jodreichen Wurzeln 
4182 mg Kohlendioxyd durchschnittlich produzierten. 


Die Bildung der Furfuroide im Organismus der Zuckerriibe 
bei Gegenwart von Jod. 

Aus unseren mit gréBter Sorgfalt ausgefiihrten Versuchen er- 
kannten wir!, daB die Saccharose bei Gegenwart von Jod die gréBte 
Produktion an neuen Organen bewirkt. Die Bildung neuer lebende: 
Pflanzenmasse geschah auf Kosten der Saccharose. Der Furfurol- 
gehalt der Pflanzen war viel gréBer als bei denjenigen Organismen 
die sich nicht in Saccharoselésung befanden. Wir gelangten damals 
bei unseren Experimenten zu der Anschauung, dafi die Pentosane 
im Cytoplasma aus Saccharose entstehen, ein ProzeB, der durch Ein- 
wirkung des Jods unterstiitzt wird. Wir dokumentierten, daB die 
Saccharose namentlich in Gegenwart von Jod ein tippiges Wachstum 


1 Julius Stoklasa, diese Zeitschr. 176, 38, 1926. 
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ger und eine gesteigerte Produktion an neuen Organen bewirkt hat. Des- 

ein gleichen wurde auch der Furfurolgehalt der Pflanzen erhéht. Diese 

len interessanten Ergebnisse fiihrten uns zum Studium des Furfurol- 

Ser gehalts in den Blittern und Wurzeln jodreicher und jodarmer Zucker- 

nde riibenpflanzen. Die Trockensubstanz der untersuchten Riibenpflanzen 

ten lieferte durchschnittlich nachstehende Furfurolmengen: 

eri- 

die Jodreiche Zuckerriibenpflanzen Jodarme Zuckerrubenpflanzen 

hen Blitter 2... 5.28%, 3.62 

sen Wureem. ....... 4,27 ' 3,09 % 

Wir 

hen Aus diesen Daten ist deutlich zu ersehen, daB die jodreichen 

der Zuckerriibenpflanzen sowohl in den Blittern als auch in den Wurzeln 

are. bedeutend gréBere Mengen Furfurol liefernde Substanz enthalten als 

Bei die jodarmen Zuckerriibenpflanzen. 

che Von hohem Interesse ist die Erscheinung, dap hyperjodierte Zucker- 
riiben pflanzen immer cine grope Menge Furfuroide enthalten. Es wurde 

nen hei den hyperjodierten Zuckerriihen, die sich schlecht entwickelten und 

rige von denen viele abstarben. ein Furfurolgehalt von 9 bis 10°,, konstatiert. 

dik Die pathologischen Erscheinungen, welche sich bei den hyperjodierten 

910 Pflanzen wahrnehmen lassen, sind vom biochemischen Standpunkt 

ien- von hoher Bedeutung, und es ware interessant, festzustellen, ob diese 
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tum Abb. 1. Beta vulgaris 


I, II, Il: aus jodhaltigem Nahrmedium stammende Zuckerribenpflanze 
IV: aus jodfreiem Nahrmedium stammende Zuckerriibenpflanze 
Nach 176 Vegetationstagen 











; 
; 


228 J. Stoklasa: Einflu8 d. Jodions auf Wachstum usw. der Halophyten. 


Erscheinungen auf den gleichen biologischen Grundlagen beruhen 
wie der Hyperthyreoidismus, von welchem Hartsock berichtet und 
auf den O. Eckstein aufmerksam gemacht hat. Ich werde in der nachsten 
Zeit die chemischen Vorginge, welche sich bei der typischen Jod- 
vergiftung der chlorophyllhaltigen und chlorophylllosen Zelle abspielen, 
noch eingehender behandeln. 
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Uber die Malzamylase. VII. 
Von 


Th. Sabalitschka. 


Adsorption der Amylase aus Malzausziigen an Kaolin 
und Elution’. 


Von 
Th. Sabalitschka und R. Weidlich. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1929.) 


In Mitteilung VI ist unter anderen die Adsorption von Amylase 
an Kaolin beschrieben. In Weiterfiihrung dieser Adsorptionsversuche 
war die Elution der Amylase aus dem Kaolin naher zu untersuchen, 
nachdem bereits H. Pringsheim, A.Genin und R. Perewosky? Kaolin 
mit Erfolg angewandt haben, um Amylase von sie begleitenden redu- 
zierenden Bestandteilen und der Maltase zu trennen. Wahrend wir 
bei unseren friiheren Versuchen von Amylasetrockenpraparaten aus- 
gingen, benutzen wir nunmehr frisch bereitete Malzausziige. Es sollte 
die geeignete Elutionsfliissigkeit ermittelt und die durch die Adsorption 
und nachtragliche Elution mégliche Reinigung und Wirksamkeits- 
steigerung der Amylase genauer festgestellt werden. Da die von uns 
benutzten Ausziige des Gerstenmalzes der Biomalzfabrik, Berlin- 
Teliow, keine Maltase enthielten, waren nur die die Amylase begleitenden 
Bestandteile des Malzes, so auch die jodbindenden Verunreinigungen 
zu beseitigen; damit muBte eine Anreicherung des amylatisch wirksamen 
Prinzips in der Trockensubstanz einhergehen. Die Versuche zielen 
weniger nach einer Herstellungsmethode eines méglichst hochwertigen 
und reinen Amylasepraparates, wie z. B. die Versuche von H. Prings- 
heim, A.Genin und R. Perewosky? und von E.Glimm und W. Sommer?, 


1]. bis IV. Mitteilung, Fermentforschung 8, 428 bis 473, 1925; V. und 
VI. Mitteilung, diese Zeitschr. 207, 476, 1929; 210, 414, 1929. 

2 Diese Zeitschr. 164, 117, 1925; 208, 99, 1928. 

3 Ebendaselbst 188, 290, 1927. 
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vielmehr sind sie die Grundlage fiir die noch zu berichtenden Unter- 
suchungen itiber den EinfluB der Adsorption und Elution auf den 
Quotienten k der Verzuckerung/k der Dextrinierung, also auf das 
gegenseitige Verhiltnis der verzuckernden und dextrinierenden Wirkung 
der Amylase. 

Versuche. 


Zu den Versuchen diente Gerstenmalz, das uns die Biomalzfabrik, 
Berlin-Teltow, liebenswiirdigerweise zur Verfiigung stellte. Zur Bereitung 
der wiisserigen Ausziige rieben wir das mit der Handmiihle zerkleinerte 
Malz mit Wasser gut an, spiilten die Anreibung unter Zusatz der Haupt- 
menge des Extraktionswassers in ein SchiittelgefaB, gaben auf je 100 ccm 
Wasser 2 bis 3 Tropfen Toluol zu und schiittelten bei Zimmertemperatur 
zwei Stunden auf der Maschine. Nach dem Absetzen wurde dann zuerst 
die Fliissigkeit durch ein Hartfilter abgesaugt, der Riickstand mit etwas 
Wasser nochmals gut durchgeschiittelt, hierauf ebenfalls auf das Hartfilter 
gebracht und dort 1 bis 2 Stunden scharf abgesaugt. Die so erhaltenen 
wasserigen Extrakte klarten wir durch nochmalige Filtration und erganzten 
sie auf das gewiinschte Volumen; wir sahen davon ab, die wasserigen Ex- 
trakte noch weiter zu klaren. Die Aufbewahrung der Extrakte geschah 
im Eisschrank. Um die fiir die nachstehenden Versuche benutzten Extrakte 
zu unterscheiden, bezeichnen wir sie mit Extrakt A 1, A 2 usw. 


Zur Ermittlung des Gehaltes an Trockensubstanz wurden 5 bis 10 cem 
Extrakt bis zum konstanten Gewicht bei 105° getrocknet, wobei der nach 
dem Verdampfen des Wassers erhaltene Trockenriickstand vor dem weiteren 
Trocknen gepulvert wurde. Die Angaben des Gehaltes an Trockensubstanz 
T beziehen sich stets auf 100 cem Extrakt. 

Zur Charakterisierung \der Extrakte und der Praparate diente die 
in der V. Mitteilung beschriebene Bestimmung der dextrinierenden und 
verzuckernden Wirkung und der auf diese Weise gefundene Quotient 
Verzuckerungskonstante /Dextrinierungskonstante 41. 50 cem amylolytisches 
Reaktionsgemisch enthalten gew6hnlich 5 cem Citrat + 1 cem HCl-Puffer; 
bei der Zubereitung der amylolytischen Reaktionsgemische waren noch die 
in diese durch die Adsorptionsfiltrate bereits eingebrachten Mengen der 
Pufferlésungen zu beriicksichtigen, also entsprechend weniger Pufferlésungen 
zuzusetzen. Auch bei den Elutionen, die ja meist auf einen py iiber 7 ein- 
gestellt waren, wurde sorgfaltig mit Hilfe von in Vorversuchen als geeignet 
gefundenen Citrat-HCl-Mischungen umgepuffert. 


1. Versuchsrethe. 


Extrakt Al (100g Malz = 450cem Extrakt). 7 = 3,082. 10cem 
Al binden 18,0 n/10 Jodlésung nach der Methode von R. Willstdtter und 
G. Schudel. pa des unverdiinnten A 1 ist 6,15, nach dem Verdiinnen mit 
der dreifachen Menge kohlensaéurefreiem Wasser betragt der py ebenfalls 
6,15, nach dem Verdiinnen mit der 30fachen Menge Wasser 5,95. Eine 
Mischung von 30cem Al und 10cem Puffer (6,2 Citrat + 3,8 HCl, ge- 
messener pq 4,25) zeigt einen pq von 4,35. Die so bereiteten Malzextrakte 
erhéhen somit einen pg der Pufferldsung von ungefahr 4,5 nur um 0,1, 
was wir aber bei der Vorbereitung der Malzextrakte fiir die Adsorption 
beriicksichtigen. 
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Auf die Gegenwart von Maltase in dem Extrakt priiften wir folgender- 
mafien. Reaktionsgemisch: 0,5g Maltose (C,,H,,0,, + H,O) + 4cem 
Phosphatpuffer vom py 6,4 + 5cem A 1 + Wasser auf 50 ccm + 2 Tropfen 
Toluol. 37°. Zur Titration dienten je 5ccm Reaktionsgemisch, dafiir 
berechneter Verbrauch an n/10 Jodlésung ist 3,68 cem (0,9 cem fiir 0,5 cem 
Al und 2,78 cem fiir 0,05 g Maltose), verbraucht wurden sofort nach der 
Zubereitung der Mischung 3,65ccm, nach einer Stunde 3,66 ccm, nach 
150 Stunden 3,80cem; damit ist die Abwesenheit merklicher Mengen 
Maltase in den so bereiteten wisserigen Ausziigen dieses Malzes erwiesen. 

Zur Ermittlung der amylatischen Wirkung diente folgendes Reaktions- 
gemisch: 40 ccm 1,25% ige Starkelésung + 8,5 cem Citrat + 1,5 cem HC! 
+ 49ccm Wasser + 1 cem einer Verdiinnung von 10cem A 1 und 90 cem 
Wasser; in 50cem Reaktionsgemisch somit 1,54 mg Trockensubstanz; 
pu = 4,95; Temperatur 37°. Die Ergebnisse zeigt Tabelle I. 











Tabelle I. : 
Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit | Maitose in 50 ccm | a: Cr ae et Wet oar 
Reaktionsgemisch | k. . 108 Farbung ka . 103 
Min. mg 9 
10 34,13 8,73 — at 
15 49,05 8,78 - ~ 
45 _ — 33 6,84 
49 _ — 34 6,56 
53 — — 35 6,34 
58 _- _ 37,5 6,44 
60 130,5 (8,62) — 


kz, . 108 = 8,76; kq.10® = 6,55; { = 1,34. 


Sf (Verzuckerungsfahigkeit nach H. v. Euler und O. Svanberg!) = 1,07. 
Am.-W. (Amylasewert nach R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und 
A. R. F. Hesse*) = 0,057. 


Zum Adsorptionsversuch benutzten wir folgendes Gemisch: 0,5 g 
Kaolin Kahlbaum + 20cem Wasser + 10cem Citrat-HCl-Puffer vom 
pu 4,4 + 10cem A 1; im tibrigen fithrten wir die Adsorption analog den 
Adsorptionsversuchen in der VI. Mitteilung durch. Zur Ermittlung der 
nach der Adsorption noch vorhandenen amylatischen Wirkungen gaben 
wir 5cem Adsorptionsfiltrat in ein auf 39,5° vorgewirmtes Gemisch von 
20 cem 1,25% iger Starkelésung, 4,2 cem Citrat, 0,6 cem HCl und 20,2 cem 
Wasser und fiihrten die Amylolyse bei py 4,9 und 37° durch. Nach be- 
stimmten Zeiten ermittelten wir an dem Gemisch entnommenen Proben 
dessen Reduktionsvermégen gegeniiber alkalischer Jodlésung. Nach 
Abzug der Jodbindung, die dem Adsorptionsfiltrat und der Starkelésung 
an sich zukam, nahmen 50ccm amylolytisches Reaktionsgemisch nach 
einer Amylolysedauer von 10 Minuten noch 0,25 cem, nach einer Stunde 
0,5 und nach 22 Stunden ebenfalls noch 0,5 cem n/10 Jodlésung auf. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 193, 1921 ;115, 179, 1921; Ber. 56, 1753, 
1923. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
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Daraus ergibt sich eine véllige Aufhebung der verzuckernden 
Wirkung, aiso eine praktisch vollkommene Adsorption der Amylase 
durch das Kaolin. 


Nur wenig war die eigene Jodbindung des Malzextraktes bei der 
Behandlung mit Kaolin gesunken. 5cem Adsorptionsfiltrat, das ist 
1,25eem A, banden 2,15cem n/10 Jodlosung; fiir 1,.25cem A, ist 
urspriinglich eine Bindung von 2,25ccem n/10 Jodlésung festgestellt. 
Nimmt man an, daB die noch verbrauchten 2,15cem Jodlésung zur 
Oxydation der im Adsorptionsfiltrat vorhandenen Maltose dienten 
und Maltose von Koalin tiberhaupt nicht adsorbiert wurde, so be- 
rechnet sich daraus der Maltosegehalt des urspriinglichen Malzauszuges 
auf 2,95 g Maltose in 100cem. Die in 100 ccm gefundenen 3,082 g Trocken- 
substanz enthalten somit 96 °,, Maltose, was genau dem von H. v. Euler und 
O Svanberg' fiir die Trockensubstanz ihres Malzextraktes angegebenen 
Prozentgehalt Maltose entspricht Zieht man den Maltosegehalt von 
der Gesamttrockensubstanz ab, so ergibt sich eine Differenz von 0,13 g; 
sieht man in diesem Restbetrag das amylatisch wirksame Prinzip, so 
enthalt der Malzauszug davon 0,13°,. Setzt man entsprechend bei 
der obigen Berechnung von Sf anstatt 1,54 mg Trockensubstanz nur 
0,065 mg maltosefreie ‘Trockensubstanz, so erhalt man als Sf den 
Wert 25. Nimmt man eine restlose Beseitigung der Maltose bei der 
Adsorption und vollkommene Wiedergewinnung der Amylasewirkung 
bei der Elution an, sc miiBte ein Trockenferment mit Sf 25 resultieren 
Unsere spiteren Adsorptions- und Elutionsversuche fiihrten zu Trocken- 
praparaten mit einem Sf bis zu 26. 


2. Versuchsreihe. 


Extrakt A 2 (50g Malz = 250 ccm Extrakt). 

Es sollte der Einflu8 der Saéuerung und des Schiittelns auf die Amylase- 
wirkung gepriift werden. Wir beobachteten namlich in den gepufferten 
und ungepufferten Extrakten beim Schiitteln eine voluminése Eiweil- 
ausflockung, mit der méglicherweise auch die Amylase mehr oder weniger 
ausfallen konnte; auch eine Ausfaillung komplementartig wirkender Be- 
gleitstoffe konnte die Wirkung schadigen. Wir bereiteten Gemische von 
je 10cem A 2 mit 25 cem Wasser und 5 ccm Citrat-HCl-Puffer, ferner mit 
nur 30 ccm Wasser, schiittelten diese eine Stunde, lieBen sie noch 2 Stunden 
stehen, filtrierten und ermittelten den pq und die verzuckernde Wirkung 
der Filtrate. Bei Gemisch 1 betrug pg 4,5, bei Gemisch 2 5,0 und bei Ge- 
misch 3 6,2. Mit je 1 ccm Filtrat fiihrten wir wie sonst bei py 4,9 die Amylo- 
lyse durch. Dauer der Amylolyse 5 Minuten. Zur Oxydation der dabe! 
entstandenen Maltose benédtigten wir bei Gemisch 1 4,3 cem, bei Gemisch 2 
4,4 ccm und bei Gemisch 3 4,5 cem n/10 Jodlésung. Beim Kontrollversuch, 
bei welchem wir vor der Amylolyse das Extrakt weder einer besonderen 
Séuerung aussetzten noch schiittelten, war unter sonst gleichen 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 201, 1921. 
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Bedingungen der Verbrauch an n/10 Jodlésung 4,4ccm. Es findet somit 
keine Herabsetzung der verzuckernden Wirkung bei 3stiindiger Einwirkung 
eines py von 4,5 bis 6,2 und Istiindigem Schiitteln trotz der EiweiBaus- 
flockung statt. 

Es war noch der EinfluB8 einer besonderen Reinigung auf das Adsorptions- 
vermégen des Kaolins zu priifen. Kaolin Kahlbaum wurde 6 Stunden 
mit 36°, iger Salzsiure unter dem RiickfluBkiihler gekocht, die Saure ab- 
gesaugt, das Kaolin nochmals mit Wasser ausgekocht, wieder abgesaugt 
und der Kaolinriickstand bis zur Chlorfreiheit des Filtrats mit heiBem 
Wasser ausgewaschen, getrocknet und fein zerrieben. Das so gereinigte 
Kaolin diente zu Adsorptionsversuchen analog den in der 1. Versuchsreihe 
beschriebenen. Es zeigte ein geringeres Adsorptionsvermégen als das un- 
gereinigte. 1,5g gereinigtes Kaolin entsprach im Adsorptionsvermégen 
ungefahr 0,4 g ungereinigtem Kaolin. Daher benutzten wir zu den weiteren 
Versuchen stets ungereinigtes Kaolin. 


3. Versuchsrethe. 


Extrakt A 3 (50g Malz = 250 ccm Extrakt). 7 = 2,796. 10cem A 3 
binden 14,2 cem n/10 Jodlésung. 


a) Adsorption. 


Da Liiers und Sellner! bei ihren Adsorptionsversuchen an Tonerde 
eine Temperatur von 5° giinstig fanden, nahmen 4..ic die Adsorption ebenfalls 
bei niederer Temperatur vor. 5g Kaolin wurden mit einer eisgekiihlten 
Mischung von 50ccm Puffer vom py 4,4 und 250 cem Wasser fein angerieben, 
in das SchiittelgefaB gespiilt und 100ccm eisgekiihltes Extrakt A 3 zu- 
gegeben. Temperatur des Gemisches 3°, Adsorptions-pq 4,6. Schiittelzeit 
1 Stunde, wobei die Temperatur auf 11° anstieg. Da das Zentrifugieren 
und nachtragliche Filtern durch ein gehartetes Filter nicht immer geniigend 
kaolinfreie Filtrate lieferte, benutzten wir zur Trennung des Adsorbats 
von der Lésung ein Ultrafilter ,,mittel‘* im Porzellantrichter PA 15 (bezogen 
von Dr. Kratz, Géttingen, HospitalstraBe 12). Wie vorher festgestellt 
war, 1aBt dieses Ultrafilter Kaolin nicht durch. Das Ultrafiltern war so 
in 20 Minuten beendet. Filtrat 1. Das auf dem Filter sich befindende 
Kaolin wurde mit je 25 cem Wasser noch zweimal nachgewaschen, Filtrat 2, 
scharf abgesaugt und vom Filter genommen; ein Drittel des Adsorbats 
benutzten wir noch feucht zur Elution, die anderen zwei Drittel trockneten 
wir im Vakuum iiber Schwefelséure bei Zimmertemperatur. 


b) Elution. 


H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky*? benutzten fiir die Elution 
aus Kaolinadsorbat Phosphatpuffer vom py 8,0; es sollte unter ahnlichen 
Bedingungen die Elution bewirkt werden. 

Elution 1. 1'/,; des Adsorbats, entsprechend 33ccm Extrakt <A 3, 
rieben wir mit eiskaltem Wasser gut an, spiilten in das SchiittelgefaB, 
gaben 50 ccm Phosphatpuffer vom py 7,6 und so viel Wasser zu, daB das 
Volumen 400ccm betrug. Elutions-py 7,6. Temperatur des Gemisches 
beim Beginn des Schiittelns 8°, bei Beendigung 15°. Schiittelzeit 2 Stunden, 


! Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925; Chem. Centralbl. 1925, IT, 402. 
2 Dieses Zeitschr. 164, 117, 1925. 
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dann Trennung des Kaolins von der Lésung durch Ultrafiltration wie unt 
a), wobei die Saugflasche gekiihlt wurde. Vom erhaltenen Elutionsfiltrat | 
entnahmen wir 30 ccm. 

Elution 2. Der Rest des Elutionsfiltrats 1 wurde mit dem Kaolin 
filterriickstand nochmals in das Schiittelgefa8-gebracht, iiber Nacht in 
Eisschrank aufbewahrt und am nachsten Morgen nochmals 2 Stunden 
geschiittelt. Die anschlieBende Ultrafiltration gab Elutionsfiltrat 2. 

Elution 3. Ein 2 Tage getrocknetes zweites Drittel des urspriinglichen 
Adsorbats wurde geméB Elution 1 behandelt und ergab Elutionsfiltrat 3. 


c) Bestimmung der Wirksamkeit. 


Gleichen Mengen A 3 entsprechende Volumina des Adsorptionsfiltrats | 
und der Elutionsfiltrate priiften wir bei py 4,85 auf ihre verzuckernde 
Wirkung. 50ccm amylolytisches Reaktionsgemisch enthielten 2 ccm 
Filtrat 1, 10 ccm Filtrat 2 oder je 8 cem der 3 Elutionen. Die Umpufferung 
geschah hier und bei den weiteren Versuchsreihen mit Hilfe von Citrat-H (|- 
Gemischen, die der Starkelésung von vornherein zugesetzt waren (hic1 
stets 4,6cem Citrat + 1,1 HCl). Tabelle II gibt die eigene Jodbindung 
von sich entsprechenden Filtrat- und Elutionsvolumina an, Tabelle II] 
die zur Oxydation der entstandenen Maltose benétigte Menge Jodlésung, 
berechnet auf 50cem amylolytisches Reaktionsgemisch. 


Tabelle II. 





Angewandtes Volumen Gebund. n/!0 Jodlésung 


com com 

Filtrat 1 2 0,69 
ra ‘ 20 1,25 
Elution 1 8 0,024 
ms ee es, Bea ee se 8 0,016 
IN ee 2h 5, eee Tel iad tee 0,5 0,71 


Tabelle III. 














der Amviclyse || Filteat 1 Filtrat 2 Elution 1 Elution 2 Elution 3 
0,5 Min. “ 1,25 0,34 0,36 — 
ae _ _ _ 1,19 0,22 
75° bie “ 1,84 > z 
15 , _ —_ 3,34 3,19 0,82 

ae _ 1,25 — _ 0,87 
20 Std. | 0,18 1,16 11,57 10,94 — 


Wie Tabelle II zeigt, ist durch die Adsorption und nachtragliche 
Elution die eigene Jodbindung von urspriinglich 0,71 cem n/10 Jod- 
lésung auf ungefahr 0,02 ccm gesunken, also vollkommen beseitigt. 
Bei der Adsorption an Kaolin bleibt die die eigene Jodbindung be- 
wirkende Substanz fast giinzlich in der Lésung. Nach Tabelle III geht 
beim Nachwaschen des Kaolinadsorbates aus diesem Amylase nicht 
in das Waschwasser iiber. Durch Phosphatpuffer vom pg 7,6 wird 
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cine gute Elution erreicht, und zwar geniigt die einmalige zweistiindige 
Elution, die langere Elution gab kein wirksameres Eluat. Das mehrere 
Tage trocken aufbewahrte Kaolinadsorbat gab Eluate von nur schwacher 
Wirkung; entweder hat bei dem Trocknen und Lagern des Adsorbates 
die Amylase selbst erheblich gelitten oder ihre Eluierbarkeit. 


4. Versuchsrethe. 


Extrakt A4 (25g Malz = 100ccm Extrakt). 7’ = 3,516. 10cem 
A4 binden 19,9cem n/10 Jodlésung. Auf Grund der Beobachtungen 
bei den vorhergehenden Versuchsreihen wahlten wir nun folgende Ad- 
sorptions- und Elutionstechnik. 


a) Adsorption. 

Um die Temperatur wahrend der Adsorption wie auch wahrend der 
nachfolgenden Elution gleichmaé®ig zu halten und dauernd kontrollieren 
zu kénnen, gaben wir das Schiitteln auf und bewirkten dafiir Adsorption 
und Elution in einem offenen GefaB, die Fliissigkeit wurde mit der Turbine 
lebhaft bewegt und das GefaéB von auBen mit Eiswasser gekiihlt. 2,5 ¢ 
Kaolin rieben wir mit einer Mischung von 500 ccm Wasser, 33 ccm Citrat 1, 
17cem HC]-Puffer und 50cem A 4 an und riihrten eine Stunde bei 2 bis 
5°, Adsorptions-py 4,55. Dann ultrafilterten wir sofort, wobei wir die 
nicht gerade tiber dem Filter sich befindenden Fliissigkeitsanteile dauernd 
weiter kiih] hielten. Dauer des Filtrierens 1 Stunde. 


b) Elution. 


Das noch zweimal mit Wasser nachgewaschene Adsorbat wurde sofort 
nach dem kraftigen Absaugen mit Hilfe von 750 ccm eisgekiihltem Wasser 
quantitativ in das RiihrgefaB zuriickgebracht und nach Zusatz von 100 cem 
Phosphatpuffer vom py 7,6 wahrend 2 Stunden bei 4 bis 7° umgeriihrt. 
Die anschlieBende Ultrafiltration dauerte 2 Stunden, wobei wir wieder die 
Fliissigkeit, soweit sie sich nicht gerade tiber dem Filter befand, dauernd 
kihlten. 

c) Bestimmung der Wirksamkeit. 


Gleichen Mengen A 4 entsprechende Volumina der Adsorptionsfiltrate 
und Eluate priiften wir auf ihre verzuckernde Wirkung, zum Vergleich 
benutzten wir eine Verdiinnung von | Teil A 4 mit 11 Teilen Wasser. Von 
letzterer ebenso wie von dem Adsorptionsfiltrat verwendeten wir 2 cem 
auf 50cem amylolytisches Gemisch, vom Eluat 2,85cem. Tabelle IV 
berichtet die jeweils fiir 50 cem amylolytisches Gemisch gefundene eigene 
Jodbindung, ferner die fiir die Oxydation der Maltose benétigte Menge 
Jodlésung. 

Tabelle IV. 





Ans Eigen: Zur Oxydation der Maltose benétigte ccm 
gewandtes gebundene n/10 Jodiésung nach einer Amylolysedauer von 
Volumen com n/10 





com Jodlésung 5 Min. 15 Min. 30 Min. 20 Std 

A4(Verdinnung || 2 0,33 4,5 9,2 9,9 12,7 
[eS 

Adsorpt.-Filtrat 2 0,30 — 01 0,3 0.5 

Elution . . . 2,85 0,01 3,0 7,1 9,5 11,9 
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Die Adsorption verlief praktisch vollkommen, die Elution ist 
gut, die eigene Jodbindung des Eluats ist praktisch gleich Null. Bei 
der Amylolysedauer von 5 Minuten ist fiir A4 k. 10° gleich 46,1, fiir 
die Elution 27,3. Fir A4 ist Sf= 1,47, Am.-W. = 0,079. 

Die Elution ergab fiir 5 ccm (ermittelt an 15 ccm) einen Trocken. 
riickstand von 5,77 mg. Dieser Trockenriickstand enthalt noch die 
zur Pufferung zugesetzten Phosphate. Da auch Phosphat adsorbiert 
sein konnte, lieB sich der Phosphatgehalt nicht einfach aus dem ur- 
spriinglichen Zusatz berechnen, er war vielmehr besonders zu bestimmen. 
50 ccm Eluat titrierten wir mit n/10 Schwefelsiure und Methylorange 
als Indikator ; die Titration ergab einen Gehalt von 47,96 mg Na,gH PO,, 
also ungefihr 2°, weniger als urspriinglich zugesetzt war. Nimmt 
man fiir das primaire Kaliumphosphat eine gleiche Herabsetzung durch 
Adsorption an Kaolin an, so betragt der Gesamtgehalt von Phosphat 
in 5cem Eluat 5,42 mg; 5cem Eluat enthalt somit 0,35 mg Malz- 
extraktsubstanz, 2,85 ccm Eluat enthalt 0,2 mg Malzextraktsubstanz 
Fiir das Eluat ist Sf =- 25,6, und Am.-W. = 1,4. Durch die Adsorption 
und Elution ist somit eine lfache Wirkungssteigerung erzielt. 


50cem A4 enthalten 1,76 g Trockensubstanz, die 176 . 0,079 Am.-E. 
= 13,9 Am.-E. entsprechen; 850 ccm Eluat enthalten 0,06 g Malz- 
extrakttrockensubstanz, die 6.1.4= 8,4 Am.-E. entsprechen. — Der 
Verlust an Amylase durch die Adsorption und Elution betrigt 


somit 40°. 
5. Versuchsrethe. 


Extrakt A 5 (25g Malz = 100ccem Extrakt.) 

Da bei Ermittlung des Malzextrakttrockenriickstandes aus der Differenz 
Gesamttrockenriickstand — Phosphat infolge des groBen Phosphatgehaltes 
ungenaue Werte sich ergeben kénnen, versuchten wir die Elution noch mit 
einer wiasserigen Lésung, die nur solche Stoffe enthalt, die beim Eindunsten 
keinen Riickstand hinterlieBen ; wir benutzten eine Lésung von Kohlensaure. 
Wir verfuhren im iibrigen genau wie in den vorhergehenden Versuchsreihen, 
nur unterblieb eben der Phosphatzusatz bei der Elution, dafiir wurde wahrend 
der Elution in die mit der Turbine bewegte Fliissigkeit dauernd Kohlensaure 
eingeleitet; Elutions-pqg = 5,9. Die Adsorption der Amylase verlief hier 
ebenso vollkommen wie bei der 4. Versuchsreihe, eine Elution fand aber 
nicht statt, vielmehr war bei der Priifung der verzuckernden Wirkung des 
Eluates auch nach einer 24stiindigen Amylolyse Maltose nicht nachweisbar. 


6. Versuchsreihe. 

Extrakt A 6 (25g Malz = 100ccm Extrakt). 7 = 3,108. l0 ccm Af 
binden 18,0cem n/10 Jodlésung. Die Versuchsanordnung unterschied 
sich von der der 4. Versuchsreihe nur in den Mengenverhaltnissen, die 
daher noch hier angegeben sind. 


a) Adsorption. 
2,5g Kaolin + 50cem Puffer + 625cem Wasser + 75cem A 6. 
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b) Elution. 


Gesamtadsorbat + 40 cem Puffer +- 710 cem Wasser. 


c) Bestimmung der Wirksamkeit. 
75cem A 6 = 750cem Adsorptionsfiltrat und 750 cem Eluat. 50 cem 
amylolytisches Reaktionsgemisch enthielten 1 cem einer Verdiinnung von 
| Teil A6 und 9 Teilen Wasser oder 1 cem Adsorptionsfiltrat oder 1 cem 
Eluat. Tabelle V gibt die gefundene eigene Jodbindung, ferner die nach 
verschiedenen Zeiten jeweils gefundenen Maltosemengen an. 


Tabelle V. 





Ans Eigen: mg gefundene Maltose nach einer Amylolyse- 
gewandtes gebundene dauer von 
Volumen com n 10 — ~ 
com Jodlésung 6 Min. 15 Min. 3) Min. 22 Std 
A6(Verdiinnung 1 0,18 a= 107.2 156.9 201.5 
io). . « 
Adsorpt.-Filtrat 1 0,17 “- — 3.4 19,7 
Elation .... 1 0,005 33,4 78.9 135.5 202,4 


Auch hier sehen wir eine praktisch vollkommene Adsorption und 
eine gute Elution, die eigene Jodbindung ist in der Elution ganz be- 
seitigt. Fiir die Berechnung von Sf behielten wir die Maltosemenge 
von 187,5 mg bei, obwohl nach Tabelle IV und V bei diesem Malz- 
extrakt héhere Werte erreicht werden. Bei der Amylolysedauer von 
15 Minuten ist fiir A6 k. 10% gleich 24,6, bei der Amylolysedauer von 
6 und 15 Minuten fiir das Eluat durchschnittlich 15. Fiir A6 ist Sf — 1,48, 
Am.-W. 0,079. 

5eem Eluat enthalt nach Abzug der Phosphate 0.63 mg Trocken- 
riickstand, 1 cem somit 0,126 mg. Fiir das Eluat ist Sf = 22.3 und 
Am.-W.= 1,2. Durch die Adsorption und Elution ist somit eine 
l5fache Wirkungssteigerung erzielt, der Verlust an Amylase betrigt 
dabei 38 °,. . 

Zusammenfassung. 

1. Die im wasserigen Malzauszug enthaltene Amylase wird durch 
Kaolin bei py 4.5 adsorbiert. Zur vollkommenen Adsorption der Amylase 
aus 19g Malz geniigten unter den Versuchsbedingungen 2,5 g Kaolin. 

2. Die durch alkalische Jodlésung oxydierbaren - Bestandteile 
des Malzauszuges, also die Maltose, werden dabei von Kaolin nicht 
adsorbiert, sondern verbleiben in der wiisserigen Lésung, wodurch 
ihre Trennung von der Amylase méglich ist. 

3. Die Trockensubstanz der wiisserigen Malzausziige enthielt 
96°, Maltose. 


4. Beim Eluieren des Kaolinadsorbats mit Phosphat vom py 7.6 
geht die Amylase gréBtenteils wieder in Lésung und ist noch aktiv. 
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Das Verhalten dieser Amylase ist somit ein anderes wie das von FE. Glimn 
und W. Sommer! bei Diastase Merck beobachtete. Dort ging nach de: 
Beseitigung des Zuckers durch Kohle bei der Adsorption der Diastas: 
an Kaolin und Elution mit Phosphat die amylatische Wirkung gréBten 
teils verloren. Bei unseren Versuchen ist der Zucker zwar in der Ad 
sorptionslésung noch vorhanden, aber nicht im Adsorbat und nicht 
im Eluat, trotzdem ist hier der Verlust an Amylasewirkung durch dir 
Adsorption und Elution wesentlich geringer. £.Glimm und W. Sommer 
fiihrten die Adsorption an Kaolin in n/10 essigsaurer Loésung durch 
pu der n/10 Essigsiiure liegt bereits unter 3. Unsere Mitteilung V1 
zeigt, da durch voriibergehende Einwirkung eines py von 2,38 die 
Amylasewirkung fast vollkommen zerstért wird. Es lieBe sich daher 
die von den genannten Forschern beobachtete starke Inaktivierung 
der Amylase bei der Adsorption an Kaolin auch durch eine Schadigung 
der Amylase seitens der hohen Wasserstoffionenkonzentration wahrend 
der Adsorption erkliiren. 

5. Eine wisserige Kohlensiurelésung vom pq 5,9 list Amylase 
nicht aus dem Kaolinadsorbat. 

6. Wahrend fiir die Trockensubstanz der Malzausziige als Ver- 
zuckerungsfahigkeit Sf 1,47 und 1,48 und als Amylasewert Am.-W 
0,079 gefunden wurde, betrug nach der Adsorption und Elution fiir 
die Trockensubstanz im Eluat bei einem Versuch Sf 22 und Am.-W 
1.2, bei dem anderen Versuch Sf 26 und Am.-W. 1,4. Dies entspricht 
einer 15fachen oder 17 faghen Wirkungssteigerung. Der Verlust an 
Amylase betriigt bei dieser Reinigung 38 bis 40°... 


1 Diese Zeitschr. 188, 295, 1927. 
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Mikro-Polarisationsrohre mit mattierter Wandung. 


Von 
Il. Naumann. 


(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik, Charité.) 
(Eingegangen am 23. Mai 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei mikro-polarimetrischen Arbeiten kénnen die in Mikro-Polari- 
sationsrohren auftretenden Rohrreflexe erhebliche Stérungen  ver- 
ursachen. Die um das Gesichtsfeld gelagerten mehr oder weniger 
hellen Reflexe blenden das Auge, so daB bei der an und fiir sich schon 
anstrengenden Beobachtung eines kleinen Gesichtsfeldes schnelle 
Ermiidung und damit Verringerung der Ablesungsgenauigkeit eintritt. 
Es sind daher genaue Messungen mit den iiblichen Fischerschen Mikro- 
Polarisationsrohren nur schwer ausfiihrbar. 

Die Rohrreflexe werden durch die in einem Winkel auf die Innen- 
wand eines glatten Rohres fallerlden Strahlen hervorgerufen. Bei 
vollstandig geraden, glatten Rohren haben sie die Gestalt von kon- 
zentrisch um das Gesichtsfeld verlaufenden hellen Ringen. Ist die 
Wand des Rohres nicht gerade oder uneben, wie dies besonders bei 
langeren Mikro-Polarisationsrohren aus Glas fast stets der Fall ist, 
so andert sich die Gestalt der Reflexe. Vielfach erscheinen sie halb- 
ringférmig, ungleich breit, von ungleichmaBigem Abstand untereinander 
und unregelmiabig gestaltet, wenn sie durch Unebenheiten, z. B. kleine 
Buckel der Rohrwand, bewirkt werden. 

Bei den iiblichen groBen Polarisationsrohren kénnen Rohrreflexe 
aus dem Grunde nicht auftreten, weil der Durchmesser der Polarisator- 
blende zum Rohrdurchmesser entsprechend klein gewahlt wird. Das 
in den Apparat eintretende, durch die Beleuchtungslinse hervorgerufene 
konvergente Strahlenbiindel wird durch das vor dem _ Polarisator- 
prisma befindliche und das in der Rohrverschraubung gelegene Dia- 
phragma so stark abgeblendet, da die im Rohrinnern verlaufenden 
Strahlen keinesfalls die Wandung treffen und also nicht reflektiert 
werden kénnen. Der Durchmesser des Rohres wird daher stets um einen 
bestimmten Betrag gréBer gewihlt als der des Rohrdiaphragmas, und 
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Das Verhalten dieser Amylase ist somit ein anderes wie das von FE. Glimn 
und W. Sommer! bei Diastase Merck beobachtete. Dort ging nach de: 
Beseitigung des Zuckers durch Kohle bei der Adsorption der Diastas: 
an Kaolin und Elution mit Phosphat die amylatische Wirkung groBten 
teils verloren. Bei unseren Versuchen ist der Zucker zwar in der Ad 
sorptionslésung noch vorhanden, aber nicht im Adsorbat und_ nicht 
im Eluat, trotzdem ist hier der Verlust an Amylasewirkung durch dik 
Adsorption und Elution wesentlich geringer. £.Glimm und W. Sommer 
fiihrten die Adsorption an Kaolin in n/10 essigsaurer Lésung durch 
pu der n/10 Essigsiure liegt bereits unter 3. Unsere Mitteilung V1 
zeigt, das’ durch voriibergehende Einwirkung eines py von 2.8 die 
Amylasewirkung fast vollkommen zerstért wird. Es liebe sich daher 
die von den genannten Forschern beobachtete starke Inaktivierung 
der Amylase bei der Adsorption an Kaolin auch durch eine Schadigung 
der Amylase seitens der hohen Wasserstoffionenkonzentration wahrend 
der Adsorption erklaren. 

5. Eine wiisserige Kohlensiurelésung vom py 5,9 lost Amylase 
nicht aus dem Kaolinadsorbat. 

6. Wahrend fiir die Trockensubstanz der Malzausziige als Ver- 
zuckerungsfahigkeit Sf 1,47 und 1,48 und als Amylasewert Am.-W 
0.079 gefunden wurde, betrug nach der Adsorption und Elution fiir 
die Trockensubstanz im Eluat bei einem Versuch Sf 22 und Am.-W 
1.2, bei dem anderen Versuch Sf 26 und Am.-W. 1,4. Dies entspricht 
einer 15fachen oder 17 fachen Wirkungssteigerung. Der Verlust an 
Amylase betriigt bei dieser Reinigung 38 bis 40°... 


1 Diese Zeitschr. 188, 295, 1927. 
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Mikro-Polarisationsrohre mit mattierter Wandung. 


Von 
Hl. Naumann. 


(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik, Charité.) 
(Eingegangen am 23. Mai 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei mikro-polarimetrischen Arbeiten kénnen die in Mikro-Polari- 
sationsrohren auftretenden Rohrreflexe erhebliche Stérungen  ver- 
ursachen. Die um das Gesichtsfeld gelagerten mehr oder weniger 
hellen Reflexe blenden das Auge, so daB bei der an und fiir sich schon 
anstrengenden Beobachtung eines kleinen Gesichtsfeldes schnelle 
Ermiidung und damit Verringerung der Ablesungsgenauigkeit eintritt. 
Es sind daher genaue Messungen mit den iiblichen Fischerschen Mikro- 
Polarisationsrohren nur schwer ausfiihrbar. 

Die Rohrreflexe werden durch die in einem Winkel auf die Innen- 
wand eines glatten Rohres fallenden Strahlen hervorgerufen. Bei 
vollstandig geraden, glatten Rohren haben sie die Gestalt von kon- 
zentrisch um das Gesichtsfeld verlaufenden hellen Ringen. Ist die 
Wand des Rohres nicht gerade oder uneben, wie dies besonders bei 
lingeren Mikro-Polarisationsrohren aus Glas fast stets der Fall ist, 
so aindert sich die Gestalt der Reflexe. Vielfach erscheinen sie halb- 
ringférmig, ungleich breit, von ungleichmaBigem Abstand untereinander 
und unregelmaBig gestaltet, wenn sie durch Unebenheiten, z. B. kleine 
Buckel der Rohrwand, bewirkt werden. 

Bei den tiblichen groBen Polarisationsrohren kénnen Rohrreflexe 
aus dem Grunde nicht auftreten, weil der Durchmesser der Polarisator- 
blende zum Rohrdurchmesser entsprechend klein gewahlt wird. Das 
in den Apparat eintretende, durch die Beleuchtungslinse hervorgerufene 
konvergente Strahlenbiindel wird durch das vor dem _ Polarisator- 
prisma befindliche und das in der Rohrverschraubung gelegene Dia- 
phragma so stark abgeblendet, daB die im Rohrinnern verlaufenden 
Strahlen keinesfalls die Wandung treffen und also nicht reflektiert 
werden kénnen. Der Durchmesser des Rohres wird daher stets um einen 
bestimmten Betrag gréBer gewihlt als der des Rohrdiaphragmas, und 
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letzterer wiederum gréBer als der des Polarisatordiaphragmas. Der 
Durchmesser des Polarisatordiaphragmas betragt meistens etwa 8 mm 
der innere Rohrdurchmesser meist etwa 6mm. Bei der Mikro-Polari 
sation aber ist das GréBenverhaltnis der Durchmesser weit ungiinstiger 
Die von der Firma Schmidt & Haensch hergestellten Fischerschen 
Rohre von 50 und 100 mm Linge bei einem Fassungsvermégen von 
0.1 bzw. 0,2 eem, haben einen Innendurchmesser von 1,6 mm, wihrend 
die kleinste von der Firma verwendete sogenannte Mikroblende einen 
Durchmesser von 1 mm besitzt. Wiirde man den Durchmesser der 
Mikroblende noch kleiner wiahlen, so wiirden zwar die Rohrreflexe 
vermindert, das Gesichtsfeld aber derart kleir, das der dadurch be- 
wirkte Ablesungsfehler den durch die Rohrreflexe bedingten erheblich 
iibersteigen wiirde. Bei Ablesung gréBerer Drehungswinkel von 1° 
und mehr wird der durch die Rohrreflexe bedingte Fehler die zulassige 
Grenze nicht iibersteigen, bei Ablesung aber von nur einigen hundertste! 
Graden werden die Messungen zu ungenau. 

Seit langerer Zeit wurden nun gemeinsam mit der Firma Schmidt & 
Haensch Versuche angestellt mit dem Ziele, reflexlose Mikro-Polari- 
sationsrohre herzustellen. Zur Absorption der die Rohrwandung 
treffenden Strahlen wurde zuniichst ein Versuch mit einem Rohr 
aus schwarzem Glas gemacht. Es zeigte sich aber, dab die Reflexe 
an der glatten Innenwand nicht merkbar schwacher auftreten als bei 
ungefiirbtem Glas. Die Untersuchungen erstreckten sich dann auf 
Rohre mit mattierten Wandungen. Eine Mattierung der tblichen 
Mikrorohre auf mechanischeyn Wege scheiterte, da infolge der im Glase 
herrschenden Spannungen selbst bei vorsichtigster Bearbeitung die 
Rohre brachen. Eine ziemlich gute Absorption zeigen mattierte Messing- 
rohre und Rohre aus Hartgummi. Die beste Lésung der gestellten 
Aufgabe aber gelang durch Verwendung von Rohren aus schwarzem 
Glase, deren Innenwand durch Atzung mittels Flu8siure mattiert 
wurde. Abb. 1 und 2 zeigen das Gesichtsfeld je eines schwarzen Glas- 
rohres von 220mm Lange und 2mm Innendurchmesser mit un- 
behandelter und geitzter Innenwand. Man sieht in Abb. 1 deutlich 





Abb. 1. Abb. 2. 
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die halbringférmigen Reflexe, wihrend in Abb.2 das Gesichtsfeld 
reflexlos und scharf begrenzt erscheint. 


Was die Technik der Atzung anbelangt, so hat sich die Anwendung 
der Flu8saure in fliissiger Form am zweckmaBigsten erwiesen. Verwandt 
wurde das Kahlbaumsche Acidum fluoricum 40°, in Parraffinflasche. 
(Der eingeschmolzene Paraffinstépsel mu durch vorsichtige senkrechte 
Schnitte gelockert werden und kann dann leicht herausgezogen werden.) 
Man paraffiniert beide Enden des Mikrorohres und verschlieBt beim 
Eintauchen das obere Ende mit dem Finger, um das Eindringen des 
Paraffins in das Rohrinnere zu verhindern. Mit Hilfe eines iiber 
das obere Rohrende geschobenen Schlauches saugt man die FluB- 
siure aus einer paraffinierten Schale in das Rohr ein. Im allge- 
meinen laBt man die Saure etwa 2 bis 5 Minuten einwirken, doch 
lassen sich hieriiber genaue Angaben nicht machen, da die Atzwirkung 
je nach der Glassorte verschieden ist. Es ist daher zweckmiBig, sich 
in Vorversuchen iiber die Atzwirkung zu orientieren, derart, daB man 
zunachst ein gewéhnliches Glasrohr benutzt, dann eine kleine Stelle 
der AuBenwand des zu atzenden Mikrorohres mit der Saure betupft. 
Bei zu langer Einwirkung entstehen weifliche Auflagerungen von 
SiF,, die aber durch vorsichtiges Schaben mit einem Draht entfernt 
werden kénnen. Es ist ferner ein langeres Nachspiilen mit Wasser 
erforderlich, um die schon in tiefere Glasschichten eingedrungene 
FluBsaure zu entfernen, die sonst noch lange fortwirkt und sich durch 
Atzung der Deckgliaser kundtut. 


Um die durch mattierte Mikro-Polarisationsrohre erméglichte gréBere 
Ablesungsgenauigkeit zu bestimmen, wurden vergleichende Nullpunkts- 
Beobachtungen gemacht. In jeder Versuchsreihe wurden nacheinander 
Nullpunktswerte bei groBem Gesichtsfeld und bei Mikrogesichtsfeld 
ohne Rohr und bei glatten und geatzten Mikrorohren gleicher Dimen- 
sionen bei Halbschattenwinkeln von 3° und 1° vorgenommen. Um 
die alleinige Wirkung des durch die Rohrreflexe bedingten Fehlers 
zu erhalten, wurde ohne Deckgliser untersucht, die bei feinen Mes- 
sungen einen erheblichen Fehler verursachen kénnen. Es wurden Rohre 
verschiedener Dimensionen aus schwarzem und farblosem Glase unter- 
sucht. Die Zahl der jedesmaligen Ablesungen betrug 20 bis 100. Als 
Polarisationsapparat diente ein von der Firma Schmidt & Haensch 
liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellter Apparat nach Lippich 
mit auswechselbarer Mikroblende und Ablesungstrommel fiir fiinf- 
tausendstel Grad. Als Lichtquelle wurde eine Leitzsche Tischbogen- 
lampe benutzt. Zur Berechnung des Fehlers dienten die Formeln 
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worin ¢ den mittleren Fehler der Einzelablesung bedeutet, EF den 
mittleren Fehler des Mittelwertes, S die Summe der Fehlerquadrate 
und n die Anzahl der Beobachtungen. 





: : ————— : = 
Halbschatten one. Ps on Glatte Rohre Mattierte Rohre 


30 e ||0,0064—0,0067 0,0074—0,0078 | 0,0111—0,02°8 | 0,0099—0,0122 
E | 0,0067—0,0907 0,0007—0,0008 | 0,0012—0,0030 0,0010—0,0014 


10 e | 0,0049—0,0051 | 0,0066—0,0069 0,9074—0,0150  0,0083—0,0087 
E || 0,0005—0,095 | 0,0007—0,0008 | 0,0908—0,0030  0,0009—0,0009 


Aus vorstehender Tabelle ersieht man zunichst, daB der Fehler 
bei kleinem Gesichtsfeld an und fiir sich schon etwas gréBer ist als 
bei groBem Gesichtsfeld, und zwar wird die Differenz der Fehler gréfer 
bei kleinerem Halbschattenwinkel, d. h. bei héherer Empfindlichkeit. 
Ein Vergleich der fiir glatte und geitzte Rohre gefundenen Werte 
ergibt, daB der Fehler fiir geatzte Rohre durchgangig im Mittel niedriger 
ist, meist etwa um die Hilfte. Die bei glatten Rohren bei einem Halb- 
schattenwinkel von 1° gefundenen Werte von 0,0074 und 0,0008 sind 
zwar niedriger als die entsprechenden bei geaétzten Rohren, sind aber 
nicht im Sinne eines niedrigeren Gesamtwertes zu verwerten, da der 
Fehler bei glatten Rohren innerhalb weiterer Grenzen schwankt. 


Eine Frage von wesentlicher Bedeutung ist die der Reinigung 
der mattierten Rohre. Die starkere Haftung an rauhen Flachen legt 
die Vermutung nahe, daB die vollstandige Entfernung der Untersuchungs- 
lésung aus dem Mikrorohr Schwierigkeiten bereiten kénnte. Es wurden 
deshalb Versuche derart vorgenommen, dai starke und schwach 
konzentrierte Lésungen nacheinander untersucht wurden. Eine etwa 
10°, ige und 0,1 °,,ige Traubenzuckerlésung nacheinander im mattierten 
Rohr polarisiert, ergab vollstandig iibereinstimmende Werte mit den 
im groBen Rohr bestimmten. Das Mikrorohr wurde in itiblicher Weise 
so gereinigt, daB nach Ausblasen der Untersuchungslésung eine griind- 
liche Durchspiilung mit Leitungswasser, dann mit Aqua dest., Trocknen 
mit Ather und Alkohol und schlieSlich Durchspiilen mit der neuen 
Untersuchungslésung vorgenommen wurde. Ein entsprechender Ver- 
such mit EiweiBlésungen zeigte ein gleich gutes Resultat. Um noch das 
Verhalten stark adharenter Fliissigkeiten zu untersuchen, wurden 
Farbstofflésungen und Blut in geitzte Rohre aus ungefairbtem Glase 
eingefiillt. Methylenblau und Carbolfuchsin waren leicht durch Wasser 
bzw. Alkoholdurchspiilung zu entfernen. Ungerinnbar gemachtes Blut 
blieb im Gegensatz zu einem glattwandigen Rohr in einem geatzten 
Rohr ziemlich fest haften und war durch Wasser und starke Lauge 
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nicht restlos zu entfernen. Die vollstindige Entfernung gelang aber 
leicht mit H,O,. 

Diese Versuche zeigen, daB die Entfernung selbst adharenter 
Lésungen leicht gelingt. Besondere Vorsicht scheint héchstens bei 
stark geitzten Rohren angebracht, deren Oberfliche Buchten und 
Rillen aufweist. In diesen Fallen kann noch eine mechanische Reinigung 
mit Hilfe eines umwickelten Drahtes versucht werden. Da die Unter- 
suchungslésung nur kurze Zeit im Rohrinnern bleibt und ferner haupt- 
sichlich niedrig konzentrierte Lésungen in mattierten Rohren unter- 
sucht werden, wird die Reinigung im allgemeinen keine Schwierigkeiten 
bereiten. 

Mikro-Polarisationsrohre aus schwarzem Glas mit oder ohne Mat- 


tierung werden auf Wunsch von der Firma Schmidt & Haensch, Berlin S 42, 
Prinzessinnenstr. 16, geliefert. i 











Uber die Spaltbarkeit der Lecithine. 


Von 


Hermann Paal. 
(Aus der Medizinischen Universitaéts-Poliklinik Heidelberg.) 


(Eingegangen am 24. Mai 1929.) 


Cholinbestimmungen in tierischen Organen, die zur Prifung 
einer neuen quantitativen Cholinbestimmungsmethcde ausgefiihrt 
wurden, iiber die in spiteren Arbeiten Kapfhammer, Bischoff und 
Paal berichten werden, gaben den AnlaB, die Spaltbarkeit der Lecithine 
einigen Untersuchungen zu unterziehen. 


Nach Untersuchungen von Trier und Baumann sind die Lecithine 
wechselnde Gemische von Aminoathylalkohollecithin und Cholinlecithin. 
Im Eigelblecithin soll der Cholinanteil des Basengemisches nach Moruzzi 
77% betragen, im Handelslecithin Kahlbaum nach Osborne und Wakemann 
90°%. Die Lecithine sind infolge der Anwesenheit leicht oxydierbarer 
ungesattigter Fettsiureradikaje leicht zersetzlich. Schon an der Luft 
verfarben sich die Lecithine gelbbraun. Durch oxydative und hydrolytische 
Fermente werden sie in ihre Bestandteile zerlegt. Sowohl alkalische als 
auch saure Hydrolyse in verdiinnten Lésungen (n/10) bewirken in der Warme 
nach Malengreau und Prigent eine volistandige Spaltung. 

Die Frage des biologischen Ab- und Aufbaues der Lecithine im 
Organismus wird ncch eifrig diskutiert. Es ist ncch unentschieden 
ob der Abbau ein spezifischer ist, veranlaBt durch Lecithinasen oder 
Phosphatasen, cder ein unspezifischer. 

Kutscher und Lohmann fanden keinen spaltenden Einflu8 von Pepsin 
und autolysierenden Fermenten des Gehirns. Bokay, Brugsch und Masuda 
wiesen andererseits eine Lecithinspaltung in Phosphorséure, Glycerin 
und Fettsauren nach, unter dem Einflu8 von Darmfermenten und Bakterien. 
Delezenne und Fourneau entdeckten im Cobragift ein lecithinspaltendes 
Ferment, das die sogenannten Lysocithine, stark hamolytisch wirkende 
Giftstoffe, liefert. Neuberg, Rosenberg und Reicher konstatierten eine Fett- 
spaltung durch Hiémolysine bzw. Toxine. 

Spezifische Lecithinasen wurden im Organismus bislang nicht 
nachgewiesen. 

Eng verkniipft mit dem Abbau bzw. Aufbau des Lecithins im 
Organismus ist die Frage des Auftretens vcn freiem Cholin in Organen 
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und Geweben. Es la8t sich bisher nicht sicher entscheiden, ob aus 
Organen isoliertes Cholin wirklich primar freies Cholin darstellt, oder ob 
es sich nicht zum grofen Teile um sekundire Zersetzungsprodukte 
der hechempfindlichen Lecithine handelt. 


Auf der Suche nach geeigneten Bedingungen, die die sekundare 
Cholinabspaltung bei der Aufarbeitung der Organe nach Méglichkeit 
verhindern, wurden die folgenden Versuche unternommen, die sich 
auf das Studium von Warme-, Hydrolyse- und Fermentwirkungen 
bei der Spaltbarkeit der Lecithine erstreckten. Die Fettsauretitration 
wurde in alkoholischer Léisung unter Zusatz von Phenolphthalein 
als Indikator mit n/l10 KOH ecder NaOH durchgefiihrt. Es wurde 
reinstes Eigelblecithin Merck verwandt. Als Gradmesser der Lecithin- 
spaltung dienten Cholin- und freie Fettsiurebestimmungen. Das 
Cholin wurde nach Kapfhammer, Bischoff und Paal als Chromkomplex- 
verbindung gefallt und gewogen. Zur Kontrolle wurden die Substanzen 
kjeldahlisiert. 


Bestimmung von freiem und gebundenem Cholin. 


Die ersten Versuche galten der Bestimmung von freiem und ge- 
bundenem Cholin in dem angewandten Lecithinpriparat und der 
Priifung der Abhangigkeit der freien Cholinmenge von der Warme- 
zersetzung. 


Zu diesem Zwecke wurden 5 g Lecithin in der Warme bei 60 bis 70° 
in Alkchol gelést. Nach Zugabe von Wasser bildet sich eine wisserige 
Emulsion. Diese wurde im Scheidetrichter zu gleichen Teilen mit Ather ver- 
setzt und mit Salzséure angeséiuert. Alsbald setzten sich zwei klare Schichten 
ab, eine lecithinhaltige Atherschicht und eine freies Cholin enthaltende 
wasserige Schicht. Die wisserige Fraktion wurde abgetrennt und im Vakuum 
eingeengt. Darauf wurde die Cholinfallung vorgenommen, nach 24 Stunden 
der Niederschlag abgesaugt, gewaschen und getrocknet zur Gewichts- 
konstanz. Gefunden wurden 189mg Cholin, entsprechend einer Nieder- 
schlagsmenge von 657 mg. 

Aus der Atherfraktion wurde der Ather im Vakuum abdestilliert und 
der Riickstand mit 10° KOH 6 Stunden am Riickflufkiihler hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde mit HCl neutralisiert, mit gleichen Athermengen 
im Scheidetrichter ausgeschiittelt und nach Anséuern in zwei Schichten 
abgetrennt. Die wasserige Fraktion wurde wieder im Vakuum eingeengt 
und dann weiter behandelt wie die erste wasserige Fraktion. 

Gefunden wurden 463,7 mg Cholin, entsprechend einer Menge von 
1612 mg Niederschlag. Die Summe des freien und gebundenen Cholins 
betrug also bei den angewandten 5g Lecithin 652,7 mg. Beide Nieder- 
schlage wurden kjeldahlisiert und ergaben Stickstoffwerte von 22,9 und 
23,1°% im Vergleich zu einem theoretischen Werte von 23,11°%. 

Zur Kontrolle wurden weitere 5g Lecithin des gleichen Praparats 
ohne vorherige Alkohollésung mit 10°, KOH am Riickflu&kiihler 6 Stunden 
lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde gleichsinnig behandelt wie die 
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friiheren Hydrolysate. Gefunden wurden 652 mg Cholin, entsprechend 
22654 mg Niederschlag. Der Kjeldahl der Substanz betrug 22,61°%%. 

Diese iibereinstimmenden Cholinmengen sprechen erneut fiir dic 
vollstindige hydrolytische Spaltbarkeit des Lecithins in der Warme 
und zeigen weiter, daB das Cholin die Hydrolyse anstandslos vertrigt 

Das angewandte Priparat enthielt also 13,95°, Gesamtcholin 
Davon wurden bei der warm bereiteten Lésung 3,78°, frei gefunden 
und 9,27%, gebunden. 

Zur Kontrolle des Temperatureinflusses auf die Spaltung wurden 
5g Lecithin des gleichen Priparats kalt in Alkohol gelést und in der 
gleichen Weise wie im ersten Versuch auf freies und gebundenes Cholin 
untersucht. 

Es wurden nur 16 mg freies Cholin ermittelt, entsprechend 55,8 mg 
Niederschlag und 636mg gebundenes Cholin, entsprechend 2209,2 mg 
Niederschlag. Die Prozentsiatze des freien und gebundenen Cholins betrugen 
in diesem Falle also 0,32 und 12,72°%. Auch diese Niederschlage wurden 
kjeldahlisiert und ergaben theoretischen N-Gehalt (22,61 und 22,7%). 

Endlich wurden in einer weiteren Untersuchung 2,5g Lecithin des 
gleiches Praiparats in der Warme bei 35° gelést und auf freies Cholin unter- 
sucht. Es ergaben sich 26 mg freies Cholin, entsprechend einer Menge 
von 91 mg Niederschlag, also 1,04 %,. 

Diese Versuche zeigen deutlich, daB unter dem EinfluB8 der Warme 
gréBere Cholinmengen aus dem Lecithin abgespalten werden. Bei 
60 bis 70° ist 11,8 mal mehr Cholin frei gefunden worden als bei Zimmer- 
temperatur. 

In zwei Kontrollanalyserr wurde der Alkaliverbrauch fiir die 
Hydrolyse von 2g Lecithin in 2 Stunden bestimmt. 

Zu je 2g des Lecithinpréiparats wurden 400 ccm n/10 alkoholischer 
KOH zugegeben und anschlieBend je 2 Stunden am RiickfluBkiihle: 
hydrolysiert. Die Titration gegen n/10 HCl mit Phenolphthalein als Indi- 
kator ergab einen Verbrauch von 44,2ccm pro Gramm Lecithin. Das 
entspricht einem Verbrauch von 248 mg KOH pro Gramm. 

Eine gleiche Probe wurde 6 Stunden lang hydrolysiert. Der KOH- 
Verbrauch betrug dann 289,8 mg, entsprechend 51,6 n/10 cem pro Gramm. 

Daraus ergibt sich, daB das Maximum der Hydrolyse bereits 
in den ersten 2 Stunden lag, da aber die Hydrolysendauer 
auf 6 Stunden auszudehnen ist zur Erzielung einer  vollstiandigen 


Spaltung. 


Fermentversuche. 


Die nun folgenden Fermentversuche wurden mit einer Pankreas- 
lipase durchgefiihrt, die nach den Regeln von Willstdtter aus Schweine- 
pankreas gewonnen worden war. Der Glycerinrohextrakt wurde nach 
Willstdtters Angaben einer griindlichen Reinigung unterzogen durcli 
zweimalige Adsorption mit Aluminiumhydroxyd B und Elution mit 
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Ammonphosphat. Aus dem langere Zeit haltbaren Rohextrakt wurden 
frisch kleinere Portionen gereinigter Lipase gewonnen. 


Die Testierung geschah durch den Olspaltversuch. Nach den 
Regeln von Willstdtter wurden auch CaCl, und Pepton als Aktivatoren 
benutzt. 


Die Verseifungszahl des angewandten Olivenéls betrug 189,1 mg 
KOH pro Gramm Ol. 

Zu dem Olspaltversuch wurden 2,5 g Olivenél mit 1 cem Fermentlésung 
versetzt, 2cem Pufferlédsung (1,34 cem n Ammoniumphosphatlésung 

0,66cem nNH;) zugegeben und 10mg CaCl, sowie 10mg Pepton. 
3 Minuten lang wurde kraftig geschiittelt mit Unterbrechung. Die ver- 
schiedenen von Wilistditer naher charakterisierten Verseifungsstadien 
waren deutlich wahrzunehmen. AnschlieBend wurde die Emulsion 57 Mi- 
nuten lang in ein vorbereitetes Wasserbad von 30° gebracht. Unterbrochen 
wurde der Versuch durch Uberspiilen der Emulsion in Alkohol und Zugabe 
von 20cem Ather. Die Titration gegen n/10 alkoholische KOH ergab 
einen Verbrauch von 30,5ccm bis zum Farbenumschlag. Die Kontrolle 
stimmte tiberein. 

Fiir die Pufferlésung samt Aktivatoren wurden in mehrfachen Kon- 
trollen 13,4 cem verbraucht, fiir die Fermentlésung 1,6 cem unter Zugrunde- 
legung der im Versuch zugesetzten Mengen. Es blieben also 15,5 cem 
Verbrauch fiir die Olspaltung, entsprechend einer Spaltung von 18,3°,. 

Im Hinblick auf die Léslichkeitseigenschaften des Lecithins und die 
Abhangigkeit der Lipasewirksamkeit vom Medium war es schwierig, ge- 
eignete Versuchsbedingungen fiir die Lecithinspaltungsversuche zu <chaffen. 

Zunachst wurden Glycerinaufschwemmungen von 2,5g Lecithin in 
10 cem 87% iges Glycerin hergestellt. Zu diesen groben Aufschwemmungen 
wurden genau so wie beim Olspaltungsversuch I cem Fermentlésung, 2 cem 
Pufferlésung, 10 mg CaCl, und 10 mg Pepton zugesetzt. Nach 3 Minuten 
langem Schiitteln, wobei keine starkere Verseifung sichtbar wurde, kam 
die Emulsion fiir 57 Minuten in ein Wasserbad von 30°. Die Ferment- 
wirkung wurde unterbrochen durch Zugabe von 20cem Ather zu der in 
Alkohol iiberfiihrten Emulsion. Titriert wurden 18cem bzw. 18,1 cem 
n/l10 KOH, davon wurden 15ccem durch den zugesetzten Puffer und die 
Fermentlésung verbraucht, so daB nur 3cem bzw. 3,l ccm auf die freien 
Fettséuren entfielen. 


DaB diese Fettsiuren nicht durch Fermentwirkung frei geworden 
waren, sondern als freie Fettsiuren im Praparat enthalten waren, 
ergab sich bei der Titraticn der freien Fettsiuren in einer Lésung 
von 2,5 g Lecithin in Alkohol. In mehrfacher Kontrolle wurden fiir 
de freien Fettsiuren 3,1 cem n/10 NaOH verbraucht. 

Somit ergab sich eine véllige Unwirksamkeit der Lipase auf die 
Lecithinspaltung im Glycerinmedium. 


Je ein gleichlaufender Spaltungsversuch wurde mit 2,5 bzw. 
5g Lecithin unternommen. Nach der Unterbrechung der Ferment- 
wirkung wurde aber nicht auf freie Fettsiuren titriert, sondern die 


Bestimmung des freien Cholins vorgenommen. 
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Die Unterbrechung geschah durch Wasserverdimnung. Im Scheide 
trichter wurde nach Ansauern mit Ather zu gleichen Teilen ausgeschiittelt 
und in der wiasserigen Fraktion das freie Cholin ausgefallt. Gefunder 
wurden 8,1 bzw. 16,2 mg Cholin, entsprechend einer Niederschlagsmeng: 
von 28,1 bzw. 56,5 mg. 


Zum Vergleich sei nochmals auf die Cholinbestimmung in kalte: 
Alkohollésung verwiesen, die 8,0mg freies Cholin, auf 2,5 g Lecithin berechnet, 
ergeben hatte. 

Also auch die Cholinbestimmung spricht fiir die Unwirksamkeit 
der Lipase auf Lecithin in Glycerinaufschwemmung. 


Lecithinaufschwemmungen in Wasser zeigten trotz kraftigen 
langen Schiittelns eine noch grébere Verteilung als die in Glycerin 
2.5g Lecithin, in Wasser aufgeschwemmt, wurden Ahnlich wie die 
Glycerinaufschwemmungen der Fermentwirkung ausgesetzt. Auch 
hier war keine deutliche Verseifung wahrzunehmen. Die Titration 
der in Alkohol iiberspiilten Emulsion ergab nach Zusatz von 20 ccm 
Ather zur Unterbrechung der Fermentwirksamkeit einen Verbrauch 
von 18,1 ccm in zwei Kontrollen. Abziiglich des Blindwertes von 15 ccm 
fiir Puffer und Ferment verblieb also ein Rest von 3,1 ccm, der wiederum 
auf das Konto der freien Fettséuren zu setzen ist. In wasseriger Auf- 
schwemmung wurde das Lecithin nicht angegriffen von der Lipase. 


Eine kontrollierende Cholinbestimmung in einem analogen Versuch 
ergab 7,9 mg Cholin, entsprechend 27,5 mg Niederschlag. Also eine 
gute Ubereinstimmung zu dem negativen Ergebnis der Glycerin- 
aufschwemmungsversuche urd dem in Kalte bestimmten freien Cholin. 


Ob die Unvollkommenheit der Aufschwemmungen allein fiir das 
negative Ergebnis der Spaltung verantwortlich zu machen ist bei 
den bisherigen Versuchen, erscheint zweifelhaft, wenn man bedenkt, 
daB die Abspaltung viéllig Null ist, sowohl in den Versuchen mit Wasser- 
als auch in solchen mit Glycerinaufschwemmungen, und angesichts 
der Tatsache, daB das Ferment in Glycerin konserviert werden kann 
in wirksamer Form (Glycerinrohextrakt!). Da Willstdtter angibt, 
da das Ferment auch in alkoholischer Lésung noch eine Zeitlang, 
wenn auch schwicher, wirksam bleibt, in Ather dagegen unwirksam 
wird, wurden weitere Versuche mit alkoholischen Lecithinlésungen 
unternommen. 

Je 2,5g Lecithin vom gleichen Praiparat wurden in 10 cem 96 %,igen 
Alkohols gelést in der Kalte und wie die bisherigen Aufschwemmungen 
der Fermentwirkung unterworfen. Nach 1 Stunde wurde der Versuch 
jeweilig unterbrochen durch Uberspiilen in Alkohol und Zugabe von 20 ecm 
Ather. Titriert wurden beide Male 36,5ccm. Abziiglich des Blindwertes 
von 15cem fiir Ferment und Puffer und etwa 3 ccm fiir die freien Fett- 
sduren blieb ein Verbrauch von 18,5cem n/10 KOH fiir die Ferment 


spaltung iibrig. 
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Eine kontrollierende Cholinbestimmung in einem analogen Versuch 
ergab 146 mg Niederschlag, entsprechend 47,3 mg Cholin. 

Die sechsfache Menge war also unter dem EinfluB der Lipase 
frei geworden an Sauren und Cholin. Der Prozentsatz des freien Cholins 
stieg von 0.32 auf 2,92°., die Titrationsziffer von 3,4 auf 18 ccm 
n/lO KOH. 

Zum Vergleich wurden zweimal je 2.5 g Lecithin ohne Ferment- 
zusatz gleichsinnig behandelt. Es wurden 27,6 mg Cholin ermittelt, 
entsprechend 70 mg Niederschlag, und ein Verbrauch von 8.5 cem KOH 
fiir freie Fettsiure. Die Temperatur von 30° bewirkte also an sich schon 
eine Abspaltung der 2,7fachen Menge des urspriinglich freien Cholins 
im alkoholischen Medium. 

Immerhin war die Spaltung im Fermentversuch um mehr als 
das Doppelte gréBer. 

Zum weiteren Studium des Temperatureinflusses auf die Spaltung 
wurde der Fermentansatz von 2,5 g Lecithin bei Zimmertemperatur 
| Stunde stehen gelassen und nicht im Wasserbad von 30° gehalten. 
Nach der Unterbrechung der Fermentwirkung wurden 21,3 cem titriert. 
Abziiglich des Blindwertes und der 3 ccm fiir freie Fettsiuren waren 
also 3.3cem fiir die Spaltung verbraucht. Die Fermentwirkung war 
also wesentlich gehemmt. Eine Kontrolle fiihrte zu gleichem Resultat. 


Luftoxydation. 

SchlieBlich wurden noch einige Versuche angestellt iiber die Zer- 
setzung des Lecithins in alkoholischer Lésung an der Luft bei ver- 
schieden langem Stehen. Es wurden stets 2.5 g Lecithin in 10 cem 
Alkohol in Kalte gelést. Die einzelnen Lésungen blieben 1. Stunde, 
| Stunde und einen Tag lang stehen. Es ergaben sich Titrationsziffern, 
steigend von 5.5 zu 7,5 und 9,0cem gegeniiber dem Ausgangswert 
von 3 ccm. ; 

Zieht man diese Zersetzung in Rechenschaft bei den Ferment- 
versuchen in alkoholischer Lisung, so bleibt noch immer eine deutliche 
Lipasewirkung unverkennbar. 

Fassen wir die Ergebnisse in aller Kiirze zusammen, so ergibt 
sich eine starke Thermolabilitit des Lecithins, eine véllige Spaltung 
bei der Hydrolyse in der Wiirme, ein Versagen der Lipasespaltung 
in Glycerin- und Wasseremulsionen trotz Gegenwart von Aktivatoren 
und fiir die Fermentwirksamkeit optimaler py, eine deutliche Lipase- 
spaltung im alkoholischen Medium und eine starke Labilitat des Lecithins 
an der Luft bei lingerem Stehen. Die Cholin- und Fettsiurebestimmungen 
zeigten einen parallelen Verlauf. 

Auf Grund dieser Feststellungen scheint es ratsam, bei Organ- 
analysen auf freies Cholin in der Kialte zu arbeiten und das Lecithin 
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moglichst vollkommen frihzeitig zu eliminieren. Am sichersten scheint 
das durch Extraktion mit Petrolather méglich, da das Lecithin am 
leichtesten in Petrolather léslich ist, im Gegensatz zu Cholin. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
Tabelle I. 


Bestimmung von freiem und gebundenem Cholin. 











Angewandte pe — : ; 
Temperatur Lecithin: Freies Cholin Gebund. Cholin Gesamtcholin 
menge ae aoe 
oC g mg ON mg %1oN mg O/gN 
60—70 5 189 22,91 463,7 23,1 652.7 
100 5 — - — a 652 22,61 
20 5 16 22.7 636 22.6 652 
35 2,5 26 22.9 — — 
(3) (52) 
Tabelle Il. 
Fermentversuche. 
Gubbateat = — Freies Cholin Freie Sauren | Temperatur Zeit 
g mg O/oN ccm n/10 °C Std. 
| 2,5 3,1 30 1 
Sheneate 2.5 3.0 30 1 
a ea aras | 2.5 8.1 93.1 30 1 
5.0 16,2 23,3 30 1 
2,5 3,1 30 1 
Wasser 2,5 3,1 30 1 
| 25 79 228 30 
2.5 18,5 30 1 
| 2.5 18,5 30 1 
Alkohol 2.5 47,3 23,47 30 l 
| 2.5 6.3 20 
2,5 6,3 20 1 
Ohne Alkohol 25 30 1 
Fermentaikohol 2.5 22.6 23,0 8.5 30 1 
Tabelle Ill. 
ZeiteinfluB auf Lecithinspaltung ohne Ferment. 
Subetest Lecithinmenge Freies Cholin Titrierte Sauren Zeit 
ne g mg com n10 KOH ¥ 
2.5 8.0 sofort 
2.5 3,1 
Alkohol 2,5 3,1 - 
2,5 5,5 1/, Std. 
2.5 7,5 Ew 
2,5 9,0 ms 
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Uber die Verinderung der Menge 
der Carotinoide bei der Entwicklung des Hiihnereies, 


Von 
Hans von Euler und Harry Hellstrom, 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Pinge gangen am 1. Juni 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem sich durch die gemeinsam mit P. Karrer! ausgefiihrten 
Untersuchungen gezeigt hat, daB auch das reinste bisher dargestellte 
‘arotin in Tagesdosen von 0,01 mg per Ratte eine der We Collum. 
schen ahnliche Grundkost —+- Marmite (B) + Citronensaft (C) Salz- 
mischung? in analoger Weise ergiinzt, wie der unverseifbare Teil von 
Fischlebertran bzw. von Leberlipoiden, und nachdem dieses Ergebnis 
nun von mehreren Seiten (Th. Moore®, Kawakami und Kimm4) Be- 
stitigung erfahren hat, hat sich erneut die Notwendigkeit ergeben, 
unsere Kenntnisse iiber den Gehalt tierischer und pflanzlicher Gewebe 
an Carotinoiden zu erweitern. 

Was speziell die Carotinoide des Hiihnercies betrifft, so bildet de: 
Fidotter bekanntlich den wesentlichsten Teil der Reservenahrung 
der Hiihnerembryos und muBb also sowohl die zur Synthese notwendigen 
stofflichen Substrate liefern als auch die fiir den Stoffwechsel des 
Kiickens wihrend der ersten Lebenszeit erforderlichen Katalysatoren 
Es erschien uns von wesentlichem Interesse festzustellen, ob von dem 
als A-Vitamin fungierenden Carotin wahrend der Entwicklung des 
Embryos ein erheblicher Teil verbraucht wird, und ferner, wie sich 


1 P. Karrer, B. v. Euler und H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 
10, Nr. 2, 1928; B.v. Euler, H. v. Euler und P. Karrer, Helv. Chim. Acta 
12, 278, 1929; s. auch B.v. Euler, H.v. Euler und H. Hellstrém, diese 
Zeitschr. 208, 370, 1928. 

2 Die Zusammensetzung unserer Salzmischung bei der Priifung aut 
A-Vitamin weicht etwas von derjenigen der englischen und amerikanischen 
Schulen ab. Wir mischen némlich: 10°, NaCl, 40°, KH,PO,, 30 
CaH,(PO,)., 10% MgSO, 8,37% Ca-Lactat, 1% FeCl, 0,02% K J 
0,0601 ° Cu. 

3 Th. Moore, Lancet, Mirz 1929, S. 499. 

4 Kawakami und Kimm, Proc. Imp. Acad. Japan 5, 213, 1929. 
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das Mengenverhaltnis von Carotin und Lutein in Hiibner-Eidotter 
wihrend der Entwicklung andert. Bei der Inangriffnahme dieser 
noch keineswegs abgeschlossenen Untersuchung war auch die Uber- 
legung mabgebend, da die Verfolgung des Stoffwechsels im Dotter 
des befruchteten Hiihnereies etwa gestatten wiirde, iiber die chemische 
Rolle des A-Vitamins Anhaltspunkte zu gewinnen. Es ist zwar gelegent- 
lich die Vermutung ausgesprochen worden, daB A-Vitamin als Oxy- 
dationskatalysator in einem Lipoidmedium fungiert, und dies wiirde 
wohl mit den Auffassungen iibereinstimmen, die lange bevor etwas 
iiber die Beziehungen des A-Vitamins zu Carotin bekannt war 
hinsichtlich der Rolle des Carotins geiuBert worden sind. 


Zur Chemie der Dotterpigmente und Dottersterine. 

Die alteren Arbeiten (Thudichum, Maly, Kiihne, Schinck) iiber 
Dotterpigmente brauchen hier nicht besprochen zu werden. Zu einer 
chemischen Charakterisierung der Carotinoide des Eidotters haben 
erst die Untersuchungen von Willstdtter und Escher! gefiihrt, nachdem 
es Willstdtter und Mieg? gelungen war, fiir das Carotin und das Lycopin 
die Formel C,)H;.. fiir das Xanthophyll die Formel C,,)H;,0, fest- 
zustellen. Aus der genannten Arbeit von Willstdtter und Mieg sei 
besonders die Einteilung der chemisch indifferenten Pigmente in petrol- 
aitherlésliche Kohlenwasserstoffe (Carotingruppe) und in alkohollésliche 
Sauerstoffverbindungen; (Xanthophyllgruppe) hervorgehoben. 

An gelben Pigmentén enthilt Hiihnereidotter neben etwas Carotin. 
welches nach Eschers Befund auch in Corpora lutea vorkommt, be- 
sonders Lutein. Nach der Untersuchung von Willstdtter und Escher 
besitzt Lutein die Zusammensetzung C,)H;,0,, ist also isomer mit 
Xanthophyll.  ..Das Lutein stimmt mit dem Xanthophyll nicht nur 
in der Zusammensetzung iiberein, es zeigt auch bis in die letzten Einzel- 
heiten die Eigenschaften desselben, wie sie von Willstdfter und Mieg 
mitgeteilt worden sind... Nach Willstdtier und Escher soll allein 
der Schmelzpunkt entscheidend sein; Xanthophyll schmilzt nach 
Willstdtter und Escher bei 173.5 bis 174.5° korr. Lutein schmilzt hin- 
gegen scharf bei 195 bis 196° korr. Lutein ist in Chloroform sehr leicht 
lislich, ziemlich leicht in Benzol und Ather, in Petrolither in der Kiilte 
so gut wie unléslich. 

Da wir auf die Uhergiinge und Beziehungen zwischen Carotinoiden 
und Sterinen noch ausfiihrlicher zuriickkommen wollen, braucht hier 
nicht eingehender erwihnt zu werden, was iiber den Cholesterinstoff- 
wechsel im bebriiteten Ei bekannt ist. Thannhauser und Schaber! 
waren zu dem Ergebnis gekommen, daB ein Embryo etwa 10°,, mehr 


1 Willstatter und Escher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 214, 1911. 


2 Willstdtter und Mieg, Lieb. Ann. 355, 1, 1907. 
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Cholesterin enthalt als das Hiihnerei. Aus der neuesten Zeit liegt 
eine bemerkenswerte Mitteilung von Kenzo Kusui? vor, welcher in 
Ubereinstimmung mit J. H. Miiller? fand, daB sich Cholesterineste: 
beim hochentwickelten Embryo auffallend vermehren. Freies Cholesterin 
wird nach Kenzo Kusui in der ganzen Bebriitungsperiode nicht vermehrt 


Kolorimetrische und spektrophotometrische Messungen. 

Wie andere daraufhin untersuchte Carotinoide gibt Lutein (es 
stand uns ein reines Priparat von Herrn Prof. P. Karrer zur Verfiigung) 
in wasserfreier Chloroformlésung mit Antimontrichlorid in Chloroform 
versetzt, eine intensive Blaufirbung. Dadurch kann Lutein in sebr 
verdiinnter Lésung (in Abwesenheit anderer Carotinoide) quantitatiy 
bestimmt werden.  Diesbeziigliche Versuche, welche im Anschlul} 
an friihere durchgefiihrt wurden, ergaben: 

2.5 mg Lutein, gelést in 25 cem Chloroform (Lésung 1). 

0.2 cem Lés. I+ 1,8 cem SbClL-Lés. ges. gaben im Tintometer 
Lovibond-Einheiten (L.-E.) 

3 blau, 0.8 gelb, 0.6 rot. 

Hieraus berechnet sich, wenn wir reinstes Carotin (Karrer, 

Schmelzp. 182°) = 80 setzen, fiir 
Lutein rund 63 L.-E. 

Es ist in diesem Zusammenhang von Interesse, die Lovibond 
Einheiten des Xanthophylls mit denen des Luteins zu vergleichen. 

Xanthophyll aus Brennesseln, dargestellt von einem von uns 
(H. H.) in Form gelbroter Kristalle ergab: 

0.0122 mg per ccm Reaktionsmischung gibt blau 2,6, gelb 0,7, 
somit wird fiir 0.0100 mg per ccm Reaktionslésung blau = 2,1. 

Das Verhiltnis blau : gelb = 3,8. 

Eine Reaktion mit einem Xanthophyllpraparat, welches wir 
Herrn Prof. P. Karrer verdanken, ergab: 

0.0355 mg per ccm Reaktionslésung gibt blau 7,5, gelb 1,9. 

Das Verhaltnis blau: gelb = 4. 

Reduziert man obigen Wert auf Normalbedingungen, so erhalt man: 

0.0100 mg per cem Reaktionsmischung* gibt blau 2,1. 

Hierzu ist zu bemerken, daB die Farbenreaktion auf Zusatz von 

SbCl, sehr verinderlich ist. Der zunichst auftretende Farbton ist 


1 Thannhauser und Schaber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 278, 1923. 
Siehe hierzu aber Dam, diese Zeitschr. 194, 188, 1928. 

2 Kenzo Kusui, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 101, 1929. 

3 J.H. Miiller, Journ. of biol. Chem. 21, 23, 1915; ferner Hanes, 
Journ. of exper. Med. 16, 512, 1912. 

40,0100 mg reinstes Carotin gibt unter den gleichen Bedingungen 
2.8 blau. 
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violett; je weniger Zeit nach der Mischung verflieBt, desto mehr tritt 
rot hervor. Spater geht die Farbe in blau iiber mit einer Nuance ins 
Griine. Die somit auftretende gelbe Komponente nimmt mit der Zeit 
an Starke zu und wird dann konstant. 

Auf die dem Auftreten des ersten und zweiten Farbentones zugrunde 
liegenden Vorgiange hoffen wir spiter noch zuriickkommen zu kénnen. 
in diesem Zusammenhang wollen wir nur hervorheben, daB sich Xantho- 
phyll und Lutein auch hinsichtlich der SbCl,-Reaktion sehr nahestehen. 
Bei diesen auBerordentlich oxydablen Carotinoiden sind absolute 
sestimmungen der Lovibondwerte sehr schwierig. Die geringen Unter- 
schiede von 63 L.-E. (Lutein) und 60 L.-E. (Xanthophyll) kénnen 
teils durch die unvollstandige Reinheit der Priaparate (teilweise Oxy- 
dation), teils durch Versuchsfehler bedingt sein!. 


Der Inhalt der verschieden lange Zeit im Thermostaten bebriiteten 
Kier wurde erhitzt, und zwar 4 Minuten auf 100° und der Inhalt ohne 
das koagulierte Eiwei8 mit Chloroform geschiittelt; die Suspension 
wurde zentrifugiert, die stark gelbe Chloroformschicht wurde abgegossen 
und die Masse mit neuem Chloroform verriihrt. Dieses Verfahren 
wurde so lange wiederholt, bis die Extrakte nicht mehr gefairbt waren. 
Die erhaltene Lésung, deren Volumen dann etwa 60 bis 100 cem betrug, 
wurde getrocknet und direkt spektroskopiert. 

AuBerdem war der Absorptionskoeffizient fiir die reine Lutein: 
lisung bestimmt, so daB in der Tabelle auf Grund der Absorption 
des Eiextraktes im Vergleich zu der einer bekannten Menge Lutein 
der Luteingehalt in Milligramm angegeben werden konnte. 

Carotin ist allerdings ein Bestandtei] des Eidotters, es kommt 
aber in demselben in so geringer Konzentration vor, daB es an den 
in der folgenden Tabelle gegebenen Lovibondwerten wohl nicht wesent- 
lich beteiligt ist. Abb. 1 gibt die Spektren wieder, teils eines Ei- 

















Abb. 1. 


1 Neue Versuche mit Lutein von Frl. M. Rydbom ergaben Werte 


65 bis 60 L.-E. 
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extraktes (a), teils der beiden Carotinoide in reiner Form, namlich 
Lutein (6) und Carotin (c). Die beiden letzteren unterschieden sich 
vorzugsweise dadurch, dais das Luteinspektrum aus schmaleren und 
deutlicher abgegrenzten Biandern besteht. 





Bruttage Gewicht des Dotters * Re a der gelben Farbstoffe, Blaufarbung in 
g erechnet in mg pro Ei als Lutein Lovibond-Einheiten 

4 42,8 0.35 69 
6 40,3 0,23 45 
41.0 0.25 J 
8 41,9 0,27 43 
40,6 (0,43) 

10 40,3 0,28 48 

40.8 0.35 48} Mittel 

12 41.9 0,26 40 
41,2 0,27 46 


* Unter ,Dotter* wird hier die gelbe, beim Kochen des Eies nicht koagulierende Masse, 
also Gesamt-Ei-Inhalt minus Eiweif, verstanden. 


Nach einer anfiinglichen Abnahme des Carotinoides scheint dessen 
Menge zwischen dem 6. wud 12. Bruttage sich wenig zu dndern. In 
dieser Entwicklungsperiode scheinen also Carotinoide nur in geringem 
Grade verbraucht zu werden. In welchem Mabe die als A-Vitamine 
wirksamen Stoffe verbraucht werden, ist damit noch nicht festgestellt, 
soll aber naher untersucht werden. In diesem Zusammenhang sei 
noch erwihnt, daB nach neuen Ergebnissen aus diesem Institut auch 
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Lutein (wir verdanken ein Praparat Herrn Prof. Dr. P. Karrer) Wachs- 
tumswirkungen, und zwar spezifischer Art, zeigt. 

Uber das Entwicklungsstadium der bebriiteten Eier ist folgendes 
zu sagen: 

Nach 4 Bruttagen ist das c-firmig gebogene Embryo vollstindig 
in den Amnionsack eingeschlossen. Das Embryo schilt sich allmahlich 
immer mehr von der Umgebung ab und hangt dann nur mehr mit 
der Nabelschnur mit dem iibrigen Ei zusammen (Abb. 2). Am 6. Bruttag 
werden auch die Extremititen schon sichtbar. 

Iljin' hat die chemische Zusammensetzung des Dotters frischer 
Kier und des Dotters aus frisch geschliipften Kiicken verglichen. Nach 
Trocknen im Vakuum bei 40° zur Gewichtskonstanz ergaben sich 
Werte, welche wir im Auszug und mit einer rationelleren Abrundung 
der Dezimale hier wiedergeben. : 





Dotter aus frisch 
Dotter frischer Eier geschliipften Kiicken 
entnommen 


Frischgewicht in g . 


13,98—23,96 4,59—12,01 
Trockengewicht in g . 5,7 —12,1 24 — 71 
Trockengewicht in % 47,5 —55,9 50—60 
Gesamt-N in % . 5,1 8,1 
Fettin%. . 5 58.5 40,5 
Mineralbestandteile in "0% ‘ 2.6 8,5 
Phosphor in % . 1,7 0,7 
Phosphor-Lecithin im ‘Dotterfett. in % : 0,7 0,36 
Eisen in % . Ree ee 0,28 0,03 


Nach IJijin enthalt der trockene Dotter 5,1°, N, der Dotter frisch 
geschliipfter Kiicken 8,12°, N. 

Der in geringem Mae vermehrte Gehalt an Trockensubstanz 
im Dotter frisch geschliipfter Kiicken im Vergleich zum Dotter frisch 
gelegter Eier wird auf Wasserwanderung vom Dotter in das Eiweif 
zuriickgefiihrt. 

Von der Trockensubstanz des Dotters werden wihrend der Em- 
bryonalperiode 50 bis 60°, verbraucht. Dabei tritt aber nur verhiltnis- 
maBig geringer Verlust an Gesamt-N und EiweiB-N ein. Der Eiweib- 
gehalt des Dotters betragt 2,4 bis 5,4 g in frischen Eiern und 1,4 bis 
4,2 g in frisch geschliipften Kiicken. Wahrend der Entwicklung geht 
Eisen (vermutlich an einen Porphinrest gebunden) und Phosphor- 
eiweiB in den Embryo tiber. Der Fettgehalt des Dotters fallt wihrend 





1 M. D. Iljin, Untersuchungen iiber die Entwicklung des Hiihnereies. 
Aus der Mijitér-Mediz. Akademie zu Petrograd, 1917, referiert in Zeitschr. 
f. Tierziichtung u. Ziichtungsbiologie 14, 111, 1929. 

Herr Prof. Nils Hansson hatte die Freundlichkeit, uns auf dieses 
Referat aufmerksam zu machen. 
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der Brutzeit um zwei Drittel, vermutlich wird das Fett zum groBen 
Teile veratmet. EiweiB- und Lecithinphosphor gehen zu drei Vierte| 
in den Embryo tiber; auch der Schwefel wird beinahe vollstandig 
verbraucht, das Ca zu zwei Drittel. 

In unserer Tabelle ist, wie erwahnt, unter ,,Dotter‘‘ der Ei-Inhalt 
vermindert um das kcagulierbare EiweiB verstanden. Es ergibt sich 
aus der letzten Spalte, dali — abgesehen vom Anfang der Brutperiode, 
wo ein Abfall der Lovibond-Einheiten von 69 bis 45 festgestellt wurde, 
eine wesentliche Abnahme der Carotinoide nicht mehr eintritt, dab 
also — soweit man aus diesen Versuchen schon einen SchluB ziehen 
kann — der Hauptteil der anwesenden Carotinoide wihrend der wnter- 
suchien Brutzeit nicht oder nur in geringem Grade (oxydativ oder reduktiv) 
verbraucht wird. Wie sich die relativen Mengen Carotin und Lutein 
dabei verindern, soll spiiter noch niher untersucht werden. 

Fiir die von uns in Betracht gezogene Méglichkeit, daB ein Teil 
der Carotinoide des Eies wahrend der Bebriitung zur Blutbildung 
(Bildung der Himingruppe im Sinne einer vor kurzer Zeit! zur Dis- 
kussion gestellten Umwandlung) verbraucht wird, haben unsere bisher 
erhaltenen Resultate noch keinen Anhaltspunkt geliefert. 


1 Buler und Hellstrém, Zeitschr f physiol. Chem. 188, im Druck. 
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der Brutzeit um zwei Drittel, vermutlich wird das Fett zum groBen 
Teile veratmet. EiweiB- und Lecithinphosphor gehen zu drei Viertel 
in den Embryo tiber; auch der Schwefel wird beinahe vollstandig 
verbraucht, das Ca zu zwei Drittel. 

In unserer Tabelle ist, wie erwaihnt, unter ,,.Dotter‘‘ der Ei-Inhalt 
vermindert um das koagulierbare EiweiB verstanden. Es ergibt sich 
aus der letzten Spalte, dab -— abgesehen vom Anfang der Brutperiode, 
wo ein Abfall der Lovibond-Einheiten von 69 bis 45 festgestellt wurde, 
eine wesentliche Abnahme der Carotinoide nicht mehr eintritt, da’ 
also —- soweit man aus diesen Versuchen schon einen SchluB ziehen 
kann — der Hauptteil der anwesenden Carotinoide wihrend der unter. 
suchten Brutzeit nicht oder nur in geringem Grade (oxydativ oder reduktiv) 
verbraucht wird. Wie sich die relativen Mengen Carotin und Lutein 
dabei verindern, soll spiter noch naher untersucht werden. 

Fiir die von uns in Betracht gezogene Méglichkeit, daB ein Teil 
der Carotinoide des Eies waihrend der Bebriitung zur Blutbildung 
(Bildung der Hamingruppe im Sinne einer vor kurzer Zeit! zur Dis- 
kussion gestellten Umwandlung) verbraucht wird, haben unsere bisher 
erhaltenen Resultate noch keinen Anhaltspunkt geliefert. 


1 Buler und Hellstrém, Zeitschr f physiol. Chem. 1838, im Druck. 
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